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1. Imie i nazwisko
Edyta Paradowska

W celu jednoznacznej identyfikacji wyjasniam, ze do 1995 r. wystepowatam w publikacjach jako
Edyta Broniarek (nazwisko panienskie).

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

1981 Dyplom magistra biologii ze specjalizacjg mikrobiologii
Uniwersytet Wroclawski, Wydziat Nauk Przyrodniczych
Praca magisterska pt. tozysko ludzkie jako uklad do badan wirusologicznych.
Praca wykonana w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalng] im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii MNauk, Zakiad Immunologii Choréb Zakaznych,
Laboratarium Wirusologii, Wroclaw
Promotor: Prof. dr hab. Zofia Blach-Olszewska
Dyplom Nr 8417 (zalgcznik 2)
Wyroznienie

1995 Stopieri doktora nauk biologicznych w zakresie biologii, specjalnosé immunaologia
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda Polskiej Akademii
Nauk, Zaktad Immunologii Choréb Zakaznych, Laboratorium Wiruselogii, Wraclaw
Rozprawa doktorska pt. Przeciwwirusowa aktywnosé hodowli narzadowych ludzkiego
foZyska z cigy donoszonej; rola IFN, TNF i IL-6.
Promotor: Prof. dr hab. Zofia Blach-Olszewska
Recenzenci: Prof. dr hab. n. med. Miroslaw Kantoch, Prof. dr hab. n. med. Izabella
Zgorniak-Nowosielska
Dyplom Nr 0206 {zafgcznik 2)

1996, Nagroda Prezesa Rady Ministréw za rozprawe doktorska (zalgcznik 2)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk, Wroctaw
Laboratorium Wirusologii Zakiadu Immunologii Choréb Zakaznych

20.01.1992 - 31.01.1995 Asystent

01.02.1995 - 14.11.1895 Starszy Asystent

Centrum Mikrobiologii | Wirusologii Polskiej Akademii Nauk, £édz
Pracownia Wirusologii Molekularnej i Chemii Biologicznej (wczesniej: Pracownia Wirusologii)
15.11.1895 - 31.12.2003 Adiunkt

Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk (wezesniej Centrum Biologii Medyczng;
Polskiej Akademii Nauk, 01.01.2004 — 01.04.2008)

Pracownia Wirusologii Molekularnej | Chemii Biologicznej

01.01.2004 - 28.02.2011 Adiunkt

Od 01.03.2011 Asystent naukowo-badawczy
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4. Osiaggnigecie naukowe wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz.595 ze zm.)

a) Tytul osiggniecia naukowego

Jednotematyczny cykl 5 publikacji obejmujacy zagadnienie pt.  Identyfikacja markerow
molekularnych wirusa cytomegalii zwigzanych z wystepowaniem zakazer objawowych u
niemowlat.

b) Wykaz publikaciji stanowiacych osiggniecie naukowe (autor/autorzy, tytubitytuly publikacji,
rok wydania, nazwa wydawnictwa)

1. Paradowska E.*, Studzinska M., Nowakowska D., Wilczyriski J., Rycel M., Suski P., Gaj 2,
Kaczmarek B., Zbrég Z., Lesnikowski Z.J.
Distribution of UL144, US28 and ULS5 genolypes in Polish newborns with congenital
cylomegalovirus infections.
European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2012, 31 (7): 1335-1345. doi:
10.1007/s10096-011-1447-2.
(Impact factor — 3,024  MNiISW - 25)

2. Paradowska E.*, Jablonska A, Studzinska M., Suski P., Kasztelewicz B., Zawiliiska B..
Wisniewska-Ligier M., Dzierzanowska-Fangrat K., Wozniakowska-Gesicka T., Czech-Kowalska
J., Lipka B., Kornacka M., Pawlik D., Tomasik T., Kosz-Vnenchak M., Lesnikowski Z.J.
Distribution of cytemegalovirus g variants and associated clinical sequelae in infants.
Journal of Clinical Virology, 2013, 58 (1): 271-275, doi: 10.1016/].jcv.2013.05.024
(Impact factor— 3,466  MNISW - 30)

3. Paradowska E.", Jablonska A., Studzifnska M., Kasztelewicz B.. Zawilinska B Wisniewska-Ligier
M., Dzierzanowska-Fangrat K., Wozniakowska-Gesicka T, Kosz-\nenchak M., Leénikowski Z.J.
Cytomegalovirus glycoprotein H genotype distribution and the relationship with hearing loss in
children.

Journal of Medical Virology, 2014, 86 (8): 1421-1427. doi; 10.1002{jmv.23908.
(Impact factor— 2,217  MNiSW - 25)

4. Paradowska E.*, Jabloiska A., Piociennikowska A., Studzinska M., Suski P.. Wisniewska-Ligier
M., Dzierzanowska-Fangrat K., Kasztelewicz B., Wozniakowska-Gesicka T, Lesnikowski Z.J.
Cytomegalovirus alpha-chemokine genotypes are associated with clinical manifestations in
children with congenital or postnatal infections.

Virology, 2014, 462-463: 207-217. doi: 10.1016/j.virol.2014.06.020.
(Impact factor - 3,278  MNiSW - 25)

5. Paradowska E.*, Studzinska M., Suski P., Kasztelewicz B Wisniewska-Ligier M., Zawilinska B,
Gaj Z., Nowakowska D.
Human cytomegalovirus ULS5, UL144, and US28 genotype distribution in infants infected
cangenitally or postnatally.
Journal of Medical Virclogy, 2015 (epub 29.04.2015, w druku). doi: 10.1002/jmv.24222
{Impact factor— 2,217  MNISW - 25)

" Autor karespondencyjny
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taczna wartos¢ wspolczynnika impact factor (JCR) prac skladajacych sie na osiagnigcie
naukowe wynosi 14,202. Liczba punktow MNISW prac skladajacych sie na osiagniecie wynosi 130.

Publikacie stanowigce osiggniecie naukowe oraz o$wiadczenia habilitantki | wspdlautordw
publikacji okreslajgce indywiduainy wkiad kazdego autora w powstanie prac zamieszczono w
zalgczniku 5.

W publikacjach wchodzacych w skiad osiagniecia naukowego zawarto wyniki uzyskane podczas
realizacji dwoch projektow badawczych:

1. Mechanizmu Finansowego EQG Nr PL0O270 pt. Zakazenia prenatalne [ perinatalne ludzkim
wirusem cytomegalii (Frenatal and perinatal human cytomegalovirus infections), 2008 - 2011

2. POIG.01.01.02-10-107/09 pt. Badania mechanizmow molekularnych na styku organizm
ludzki — patogen - czynniki $rodowiska finterMolMed) (Studies of the molecular mechanisms
at the interface the human organism - the pathogen - environmental factors), 2010 — 2014.

W projekcie pierwszym petnitam funkcje kierownika projektu — koordynatora, natomiast w drugim
projekcie bytam wykonawca zadania.

¢) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omdwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Osiggnigcie naukowe z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki stanowi cykl 5 powiazanych tematycznie
publikacji oryginalnych dotyczacych identyfikacji markeréw genotypowych ludzkiego wirusa
cytomegalii zwigzanych z wystepowaniem zakazer objawowych u niemowlat. Prace zostaly
opublikawane w latach 2012-2015, ale sg wynikiem wieloletnich badan prowadzonych we wspdlpracy
z polskimi osrodkami naukowymi i klinicznymi.

Wstep i znaczenie problemu

Ludzki wirus cytomegalii (HCMV), znany takze jako herpeswirus typu 5 (HHV-5), nalezy do
rodziny Herpesviridae | podrodziny Betaherpesvirinae, HCMV wyrdznia sie najdiuzszym genomem
wsrod ludzkich herpeswiruséw i ludzkich wiruséw posiadajgcych genom w postaci dwuniciowego
DNA. Jego genom stanowi linearna czasteczka dsDNA o diugosci 200-236 kpz, Zakazenia HCMY
wystepujg powszechnie na calym $wiecie i dotyczg 50-70% populacji w krajach rozwijajgcych sie |
powyze] 70% populacji krajow rozwinietych. ' Badania wykonane wsrad polskich kobiet ciezamych
wykazaly, ze seroprewalencja HCMV IgG wynosi 62-76%.%% Zakazenie HCMV moze mied charakter
pierwotny lub nawrotowy zwigzany z reaktywacja szczepu endogennego lub zakazeniem nowym
szczepem wirusa, Wiasciwosci strukturaine i biologiczne wirusa umozliwiajga mu przechodzenie w
okres latencji | reaktywacji. Zakazenia HCMV u wiekszosci osob 53 bezobjawowe, ale moga stanowié
wazng przyczyne powiktan u dzieci zakazonych wewnatrzmacicznie | aséb z wtornymi niedoborami
odpornosci, w tym biorcéw przeszczepu narzadu lub szpiku, pacjentow poddawanych immunosupresji,
chemioterapii oraz u oséb zakazonych innymi patogenami oportunistycznymi.

HCMV jesl najczestsza przyczyng zakazen wewnatrzmacicznych | najczestszym czynnikiem
zakaznym chorab osrodkowego ukiadu nerwowego (OUN) i niedostuchu u dzieci. Wrodzone
zakazenie HCMV wykrywane jest u 0.6-0.7% zywo urodzonych noworodkow w krajach rozwinietych (1
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na 100-150 noworodkéw) oraz u 1-5% dzieci w krajach rozwijajacych sie.'*® Oprécz drogi
przeziozyskowej, dzieci we wczesnym okresie zycia moga zostaé zakazone wirusem takze podczas
porodu w kanale rodnym zakazonej matki (zakazenie okoloporodowe) oraz po porodzie podczas
karmienia mlekiem matki lub przetoczeniu krwi zakazonej wirusem. Czestosé transmisji wertykalnej w
pierwotnym zakazeniu HCMV u kobiet cigzarnych wynosi srednio 32.3% i jest wyzsza od czestosc
zakazenia wtdrnego wystepujacego w okolo 1.4% przypadkow® Zakazenie pierwotne HCMV
przebiega zwykle bezobjawowo u kabiety cigzarnej, ale moze prowadzié do zaburzen rozwoju lozyska
i powaznych uszkodzen plodu. Noworodki kobiet z reaklywacjg zakazenia HCMV w czasie ciazy lub
noworodki zakazone nowym szczepem wirusa rozwijaja sie zazwyczaj prawidlowo i rzadko wystepuja
u nich objawy cytomegalii wrodzonej.® Okolo 10-15% noworodkaw zakazonych wewnatrzmacicznie
wykazuje objawy wielonarzadowe bezposrednio po urodzeniu, a u pozostalych dzieci objawy
cytomegalii wrodzone] moga wystapié w kolejnych miesiacach Iub latach zycia. Do najczestszych
powiklar zakazenia HCMV u noworodkow naleza: powiekszenie watroby i sledziony, zoltaczka,
maloplytkowosc, niedokrwistos¢ hemolityczna, wybroczyny, niedosiuch czuciowo-nerwowy (SNHL,
ang. sensorineural hearing loss), zapalenie naczynidwki | siatkowki, zapalenie watroby i pluc,
opdznienie umystowe, zaburzenia motoryczne, malomdzgowie, zwapnienia okolokomarowe, wylewy
wewnalrzczaszkowe | wewnatrzmaciczne zahamowanie wzrostu plodu (IUGR, ang. intrauterine
growth restriction)*"' Wérod dzieci z bezobjawowym zakazeniem HCMV bezposrednio po porodzie,
trwate objawy cytomegalii wrodzonej rozwijaja sie u 10-20% dzieci. Obejmuja one najczesciej
nastepujace objawy: niedostuch, niedorozwoj umyslowy, porazenie mozgowe, zapalenie naczyniowki i
siatkowki. "' Ryzyko wystapienia SNHL jest jednak wyzsze u noworodkow z zakazeniem objawowym
rozpoznanym po urodzeniu (30-65%) niz u dzieci z bezobjawowym zakazeniem wrodzonym (7-
15%)." Pomimo faktu, iz wiekszos¢ dzieci z zakazeniem wrodzonym nie wykazuje objawéw, trudno
jest przewidzie¢, u ktorych z nich wystapig pézne objawy cytomegalii. Brak skuteczne] szczepionki i
terapii przeciwwirusowe] w czasie cigzy powoduje, ze dziatania profilaktyczne i leczenie zakazen
wradzonych HCMV stanowia powazny problem ochrony zdrowia.

Przypuszcza sig, ze na przebieg zakazen HCMV maja wplyw czynniki warunkowane przez
gospodarza i wirusa."'® Wyniki badan dotyczacych wplywu zmiennosci genetycznej wirusa na
wystgpowanie cytomegalii wrodzonej sg kontrowersyjne.'**' Zmiennosé genetyczna HCMV wystepuie
w okreslonych miejscach genomu, ale najbardziej polimorficznym regionem jest UL/D', ktéry ulega
delecji w niektorych szczepach wirusa. Ten fragment genomu jest cecha szczepéw dzikich HCMV |
koduje biatka, ktore s3 istotne dla wirulencii in vivo ale nie s3 niezbedne dia replikacji wirusa w hodowli
fibroblastéw.*** W regionie tym kodowane sa interesujace bialka takie jak chemokiny vCXCL i
gpUL144, czlonek rodziny receptoréw TNF. Genom HCMV koduje ponad 50 glikoprotein (g), w tym 12
nalezacych do oslonki wirionu. Polimorfizm genéw kodujacych glikoproteiny oslonki wirusa byl
przedmiotem wielu badan ze wzgledu na fakt, iz biatka te s3 niezbedne do wigzania receptora,
penetracji i fuzji komarek. Glikoproteiny uczestniczace we wnikaniu wirusa do komerki gospodarza,
gB, gMigN (kompleks gC-ll) i gH/gL/gO (kompleks gC-lll) lub pentamer gH/gL/ipUL128-pUL131,
stanowia glowny element odpowiedzi swoistych przeciwciat neutralizacyjnych. Kompleks gH/gL wiaze
sie bezposrednio z receplorami komorki gospodarza przed przylaczeniem gB, ktdra nie jest
wymagana do wigzania ligandéw i peini role bialka fuzyjnego.® Kompleks gC-lll wiaze sie z
receptorami niezbednymi do wnikania wirusa do komdérki oraz zakazania fibroblastdw, komdrek
nablonka i $rédblonka.*® Kompleks pentameru jest niezbedny w procesie infekcji i transmisji
migdzykomorkowej wirusa w komarkach nablonka, érédblonka i w komérkach dendrytycznych 272
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HCMV wyksztalcit mechanizmy malekularne, kidre umozliwiaja mu unikanie rozpoznania przez uklad
odpornosciowy gospodarza oraz pozwalajg na jego przezycie i transmisje.

Zastosowanie wysokoprzepustowego sekwencjonowania genomu wirusowego do badania
szczepow izolowanych od niemowlat z zakazeniem wrodzonym wykazalo wysoka zmiennosé HCMY u
danego gospodarza i potwierdzito, ze genom wirusa wystepuje jako mieszanina réznych wariantow
genetycznych.®® Przyczyna zmiennosci genetyczne] szczepow HCMV nie zostala dotychczas
jednoznacznie okreslona. Wysokie poziomy replikacji podczas zakazenia pierwotnego mogs
generowat mutacje u danego gospodarza. Mutacje de novo powstajg takze np. podczas selekgji
genotypu dominujgcego oraz podczas transmisji wirusa pomiedzy poszczegdlnymi narzadami |
uktadami organizmu. Zakazenia mieszane stanowia nawet jedna czwartg do polowy zakazen HCMV u
noworodkow z zakazeniem wn:m.‘lzr::-n3,.rm.:”‘*"’2 Analizy DMA wirusa izolowanego z moczu dziecl z
zakazeniem wrodzonym nie wykazaty zmian sekwencji wirusa w okresie nawet kilku lat, jednakze
obserwuje sig obecnos¢ odmiennych genotypdw wirusa w roznych czesciach ciala gospodarza. ™™
Mozliwe, ze nawet kilka mutacji w kluczowych rejonach genomu HCMV moze mie¢ wplyw na
wirulencje | tropizm tkankowy szczepdw klinicznych HCMV, a w efekcie na patogeneze zakazenia.
Pomimo obserwacji, iz pewne genotypy wirusa wykrywane sg czescie] w przypadkach cytomegalii
wrodzonej, to biologiczne znaczenie polimorfizméw nie zostalo dotychczas potwierdzone w badaniach
in vitro.

Celem badan przedstawionych w jednotematycznym cyklu prac byta identyfikacja wirusowych
markeréw molekularnych zwigzanych z wystepowaniem objawowych zakazZen prenatalnych i
postnatalnych HCMV,

Badania oparte byly na hipotezie, ze polimorfizmy niektérych genéw HCMV moga stanowié
czynniki ryzyka objawowych zakazen wrodzonych. Do analiz wytypowano siedem gendw ludzkiego
cytomegalowirusa kodujace czynniki wazne dla rozwoju zakazenia, w tym glikoproteiny ostonki HCMV
gB (ULSS5), gN (UL73) i gH (UL75), homologi a-chemokin vCXCL-1 (UL146) i vCXCL-2 (UL747) oraz
homologi receptoréw dla TNFa (UL144) i B-chemokin (US28). Glikoproteiny oslonki HCMV wykazuja
zmiennosé sekwencji aminokwasowe] (aa) glownie w czesci zewnatrzkomdrkowej (M-koricowej) i
peinig wazne funkcje biologiczne wirusa. Polimorfizm genu UL146 kodujacego vCXCL-1 maze
potencjalnie wplywac na wiasciwosci chemotaktyczne a-chemokiny wirusa wzgledem komdrek
gospodarza, natomiast polimorfizm genu UL 144 kodujgcego receptor-like dia TNFa prawdopodabnie
wplywa na szlak przekazywania sygnatu | odpowied? przeciwwirusows. Cele prowadzonych badan
obejmowaly: 1) okreslenie rozkiadu genotypéw HCMV w zakazeniach wrodzonych i pastnatalnych u
niemowlat, 2) badanie zmiennosci w genach kodujacych glikoproteiny osfonki, chemaokiny i receptory
oraz poziomu wirurifwiremii w przypadkach zakazen objawowych HCMV u niemowlat, oraz 3)
okreslenie wplywu wariantow genetycznych HCMV na wystepowanie okreslonych objawow
cytomegalii,

Do wigkszosci badan wyselekcjonowano grupe 135 niemowilat, u ktérych wykryto obecnosé DNA
HCMV, w tym 42 noworodki z zakazeniem wredzonym. Zakazenie wrodzone bylo potwierdzone przez
wykrycie obecnosci DNA HCMV w probkach krwi pobranych podczas pierwszych dwach tygodni zycia
dziecka lub w ciggu 2-3 tygodni zycia w probkach moczu. Pozostate przypadki stanowity niemowleta z
zakazeniem postnatainym lub z niepotwierdzonym zakazeniem wrodzonym, u ktérych wykryto
obecnosc DNA HCMV we krwi iflub moczu po 3 tygodniu zycia. Ta grupa niemowlat mogta zawierac
przypadki niepotwierdzonych zakazen wrodzonych, gdyz wskazywaly na to objawy kliniczne
charakterystyczne dla zakazer wredzonych HCMV. Sredni wiek badanych dzieci wynaosil okolo 10 dni
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dia noworodkow i 3.7 miesiecy dla niemowlat z zakazeniem nabytym postnatalnie lub z
niepotwierdzonym zakazeniem wrodzonym. Wszystkie dzieci mialy wykonane badania kliniczne i
laboratoryjne, w tym testy serologiczne na obecnosé swoistych przeciwcial anty-HCMV w osrodkach
klinicznych. Zakazone niemowleta byly klasyfikowane jako pacjenci z zakazeniem objawowym lub
bezobjawowym na podstawie diagnozy co najmniej jednej nieprawidiowosci: objawu klinicznego (np.
powigkszenie watroby i Sledziony, wybroczyny, zéftaczka, zapalenie pluc, IUGR, inne), zmian w
neuroobrazowaniu (np. zwapnienia czaszkowe, poszerzenie komor bocznych mézgu, inne), deficytow
czuciowo-ruchowych lub wynikéw badanh laboratoryjnych (np. maloptytkowosé, niedokrwistosé
hemolityczna, podwyzszany poziom transaminaz). Ze wzgledu na przyjety sposédb selekeji pacjentow,
zakazenie objawowe stwierdzono u 83% noworodkow i 91% niemowlat, u ktérych wykryto obecnosd
DNA HCMV. Probki krwi obwodowej, moczu iflub plynu moézgowo-rdzeniowego od niemowlat zostaly
pobrane w latach 2008-2011 w osrodkach klinicznych w todzi, Warszawie i Krakowie. DNA
wylzolowane z krwi obwodowe] 55 0sob dorostych zakazonych HCMV bylo zarchiwizowane w latach
2006-2008. Badanie zostalo zatwierdzone przez wilasciwe Komisje Etyki (Komisja Etyki Badan
Naukowych Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki, 16 maja 2007 i 2 lutego 2010; Komisja Bioetyczna
przy Instytucie Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka 90/KBE/2007, 27 czerwca 2007; Komisja
Bioetyczna Uniwersytetu Jagiellonskiego KBET/38/B/2008, 8 maja 2008, Komisja Bioetyki
Uniwersytetu Medycznego w todzi RNN/120/09/KE-KE/336/11, 21 kwietnia 2009). Od pacjentéw |
rodzicow dzieci, ktére uczestniczyly w badaniu otrzymano pisemna zgode na udzial w badaniach,

Analizom genotypowania poddano trzy szczepy laboratoryjne HCMV, Towne, AD169 i Davis,
oraz izolaty typu dzikiege od badanych pacjentow. Wybrane startery amplifikowaly znane
hiperzmienne regiony genomu HCMV. Genotypowanie HCMV wykonywane bylo metoda analizy
sekwencyjnej produktow PCR (vCXCls, gB, gpUL144, pUS28) lub metodg PCR-RFLP (gN, gH).
Produkty PCR byly sekwencjonowane przy uzyciu systemu MiSeq i analizowane przy wykorzystaniu
narzedzi bioinformatycznych Chromas i BLAST. Diugosci fragmentéw restrykcyjnych PCR-RFLP
roznicowano z uzyciem automatyczne| elektroforezy kapilarnej. llosé kopii DNA HCMY w materiatach
klinicznych byla oznaczana metoda PCR w czasie rzeczywistym z sondami typu TagMan wykrywajaca
gen UL55 wirusa.® Otrzymane wyniki dostarczyly informacji o zmiennosci genetyczne] wybranych
regionow genomu HCMV, czestosci wystepowania szczepow klinicznych wirusa o okreslonych
genotypach w badanej populacji polskich niemowlat oraz zaleznosci miedzy obecnoscia niektorych
genclypow a wystepowaniem specyficznych objawdw.

W pracach 1 - 5, kidre stanowig osiggniecie naukowe przedstawiono wyniki badan siedmiu gendw
HCMV. Wyniki pracy 1 zostaly oméwione facznie z wynikami pracy 5 ze wzgledu na ccene tych
samych gendw.

UL73 HCMV. Genotypy gN HCMV | wystepowanie objawéw klinicznych u niemowlat

Dustnbution of cylomegalovirus gN variants and associated clinical sequelae in infants. Journal of Clinical
Virology, 2013, 58 (1): 271-275 (Praca 2)

Glikoproteina N, glikozylowane bialko oslonki wirusa jest glikoproteing typu |1, ktéra jest
skiadnikiem kompleksu gM/gN (gC-Il). gN jest kedowana przez UL73 ORF HCMV, ktéry jest wysoce
polimorficznym genem w domenie N-kofcowe] (pierwsze 87 aa), podczas gdy domeny
transmembranowa i C-koricowa sa konserwatywne w izolatach klinicznych HCMV.'®'"® Region
polimorficzny UL73 zawiera zardwno mutacje punktowe ciche, jak i substytucje niesynonimiczne.
Zmiennos¢ sekwencji aminokwasowych miedzy réznymi genotypami gN wynosi nawet 50% i jest
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zlokalizowana w regionie powierzchniowym bialka. Dotychczas wykryto cztery glowne genotypy gN1-
gN4, dwa warianty gN3 i cztery warianty gN4."** Genotyp gN wplywa na aktywno$¢ przeciwciat
neutralizujgcych, ktorych glownym celem jest gC-ll, co w konsekwencji moze chroni¢ gospodarza
przed zakazeniem innym szczepem wirusa. ™ Ekspresja gN nastepuje w poznej fazie cyklu
replikacyjnego wirusa w cytoplazmie | na blonach zakazonych komarek Glikoproteina ta jest
zaangazowana w przylaczanie wirusa do komorki gospodarza i jego rozprzestrzenianie. ™ Pignatelli i
wspolpr. zaobserwowali, Zze gN4 moze by¢ istotnym markerem wirulencji szczepow wrodzonych
HCMV. '®

Celem badan byle okreslenie rozkiadu genotypéw gN u niemowlat oraz Zwigzku miedzy
genotypermn gN, mianem wirusa i objawami cytomegalii.

Wigkszos¢ rozpoznanych objawow cytomegalii wystepowalo czesciej lub wylacznie u dzieci 2
zakazeniem wrodzonym HCMV, wiaczajac wysypke, IUGR, zwapnienia czaszkowe, torbiele i
poszerzenie komor bocznych mobzgu, maloglowie, maloplytkowosé, wady wzroku, powiekszenie
watroby (p<0.001), SNHL (jednostronny p=0.004, dwustronny p=0.012) i powickszenie sledziony
(p=0.003). Zastosowana metoda genotypowania izolatéw HCMV umozliwiata wykrywanie materialu
genetycznego pochodzgcego od siedmiu réznych genotypdw gN wirusa. Wykazano, ze w badaneg|
populacji polskich niemowlat najbardziej rozpowszechnione sa warianty genetyczne HCMV gN4b
(40%), gN3b (37%) | gN4c (32%). Nie stwierdzono istotnych réznic w rozkladzie genolypow u dzieci z
zakazeniem wrodzonym lub nabytym postnatainie. Zakazenia mieszane HCMV wykryto u 38%
noworodkéw z zakazeniem wrodzonym oraz u 46% niemowlat i dorostych z zakazeniem nabytym
postnatalnie. Zakazenia wertykalne jednym szczepem wirusa wykryto u 62% noworodkow: pozostale
noworodki mialy zakazenie mieszane dwoma (36%) lub trzema szczepami wirusa o roznych
genotypach gM. U wszystkich dzieci zakazonych szczepami HCMVY o genotypie aM2 lub giN4b
rozpoznano objawy cytomegalii. Genotyp gN4 w przypadkach zakazenia wrodzonego 2wiazany byl z
4-krotnym wzrostem ryzyka wystapienia zaburzen neurologicznych (p=0.042), takich jak drgawki,
hipotonia, staby odruch ssania, | wykryty zostal u 83% dzieci z tymi dysfunkcjami (p=0.045). Genotyp
gN4b wykrywany byt czesciej u niemowlat z zapaleniem pluc (p=0.028). Co wigcej, rzadko wykrywany
HCMY gN2 wystepowal czescie] u dzieci z wrodzong wada serca | matoplytkowoscia (odpowiednio
p=0.039 i p=0.048). Zakazenie innym genotypem, gN3b, zwiazane bylo z obnizonym ryzykiem rozwoju
IUGR (p=0.012) i zapalenia pluc (p=0.030) u niemowlat. Noworodki zakazone HCMV gN1 mialy
natomiast nizsze ryzyko wystapienia niedokrwistosci.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze wéréd szczepéw HCMV istnieja bardziej wirulentne jak gN4 | gN2
oraz szczepy mniej patogenne o charakterystyce genotypowej gN3 | gN1. Pignatelli i wspoipracownicy
zaobserwowall wczesnigj, ze warianty gN4 wystepuja u niemowlat z zakazeniem abjawowym,
przejawiajgcym sie glownie zmianami stwierdzonymi w neuroobrazowaniu, natomiast gM1 i g3 sa
mniej wirulentnymi szczepami wirusa'. Nasze wyniki sa zgodne z tymi obserwacjami. Wykazaty
ponadto po raz pierwszy, ze genotyp gN4 moze by¢ zwigzany z dysfunkejami ukiadu nerwowego u
noworodkow a genotyp gN4b z zapaleniem piuc u niemowlat. Dodatkowo stwierdzono, ze g2z HCMY
Jest waznym markerem zakazen objawowych u dzieci.

Whioski:
» Rozkiad genatypdw gN HCMV jest podobny u niemowlat z zakazeniem wrodzonym i zakazeniem
postnatalnym oraz u oséb doroslych

* Nie stwierdzono zaleznosci migdzy genotypem gN HCMV a transmisja wertykalng
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= Zakazenia mieszane HCMV moga by¢ przyczyna zakazen prenatainych HCMV

« Genotyp gN HCMV moze byé jednym z markerow wirusologicznych cytomegali wrodzonej;
zakazenie szczepem HCMV o genotypach gN2 lub gN4 moze wskazywadé na mozliwosd
wystapienia powaznych objawéw u dzieci, podczas gdy genotypy gN3b i gN1 sa
charakterystyczne dla mniej patogennych szczepow wirusa

Badania dotyczace genotypowania gN i gH (nastepna czesc) zrealizowano we wspolpracy
nastepujacych osradkéw: Instytutu Biologii Medycznej PAN, Pracownia Wirusologii Molekularnej i
Chemii Biologicznej, t6d2; Instytutu Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka, Zaklad Mikrobiologii i
Immunologii Klinicznej, Warszawa; Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Zakiad
Wirusologii, Katedra Mikrobiologii, Krakéw, oraz Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki, Il Klinika
Pediatrii, t6dz. Materiaty | dane kliniczne otrzymano takze dzigki uprzejmosci: Kliniki Neanatologii,
Katedry Ginekologii i Potoznictwa; Kliniki Choréb Dzieci, Katedry Pediatrii, Polsko - Amerykanskiego
Instytutu Pediatrii (Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie); Kliniki Neonatologii,
Patologii i Intensywnej Terapii Noworodka oraz Kliniki Niemowlece] (Instytut Pomnik - Centrum
Zdrowia Dziecka w Warszawie) oraz Kliniki Neonatologii | Intensywne] Terapii Noworodka
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

UL75 HCMV. Rozktad genotypéw gH HCMV i ich zwiazek z niedostuchem u niemowlat

Cytomegalovirus glycoprotein H genolype distribution and the relalionship with hearing loss in children,
Journal of Medical Virclogy, 2014, 86 (8): 1421-1427 (Praca 3)

Gen UL75 koduje bialko blonowe gH, bedace skladnikiem kompleksu gC-lll i pentameru
H/gL/pUL128-pUL131. Zmiennosé aminokwasowa gH jest niska (4.6%) i ograniczona gléwnie do
pierwszych 37 aa N-konca, ktére zawieraja sekwencje sygnatowa. W pozostale] czesci czasteczki
rozproszone sa pojedyncze podstawienia aminokwasowe.** Na podstawie analizy sekwencji gH w
izolatach HCMV wyroznia sie dwa gléwne warianty genotypowe bialka: gH1 | gH2.* gH jest
niezbednym czynnikiem wirulencji HCMV i oddzialuje bezposrednio z receptorem Tall-podobnym typu
2 (TLR2) i TLR1, indukujgc w zakazonej komarce aktywacje czynnika jgdrowego kappa B (NFkB) craz
uwalnianie cytokin prozapalnych.*® Obecnogé przeciwcial neutralizujacych bialka pentameru
gH/gL/pUL128-pUL131 jest zwigzana z obnizonym ryzykiem transmisji wertykalngj HCMV *' Skiadnik
gH indukuje powstanie przeciwcial neutralizujgcych HCMV i ulatwia wnikanie wirusa do komérki
gospodarza *** Geny UL128-UL131 moga ulegaé mutacji podczas namnazania HCMV w hodowli
komérek, co prawdopodobnie wplywa na réZnice w tropizmie izolatéw klinicznych | szczepéw
laboratoryjnych. Dodatkowo, kompleks pUL128-pUL131 silnie aktywuje uktad odpornosciowy do
odpowiedzi przeciwcial neutralizujgcych w warunkach in vivo. Aktywnos¢ neutralizujgca tych
przeciwcial jest okolo tysigc razy silniejsza w warunkach infekcji komérek nablonka i $rodblonka w
poréwnaniu z przeciwcialami skierowanymi przeciwko gB *'

Celem badan byto okreslenie czestosci wystepowania genotypow gH1 i gHZ HCMV w populacii
polskiej oraz zaleznosci miedzy genotypem | mianem wirusa. Celem nadrzednym badan byla
identyfikacja czynnikéw predykcyjnych rozwoju zakazer objawowych HCMV u dzieci,

Do genotypowania gH zastosowano metode PCR-RFLP, a warianty genomowe gH1/gH2
identyfikowano na podstawie réznic diugosci powstatych amplikonéw. Okreslono rozkiad genotypow
gH, ktéry jest podobny u dzieci z zakazeniem prenatainym lub postnatalnym HCMV oraz u
zakazonych osob doroslych. Genotyp gHZ HCMV wykrywany byl czesciej niz gH1 w badangj
populacji, srednio u 60% noworodkéw z zakazeniem wrodzonym, 67% niemowlat z zakazeniem

| 10



Zatgeznik 2 AUTOREFERAT dr Fdvla Paradowska

postnatalnym Ilub niepotwierdzonym zakazeniem wrodzonym i u 75% osob doroslych. Zakazenia
mieszane szczepami HCMV o genotypach gH1 i gH2 wykryto u okolo jednej czwarte] badanych osob
wiaczajac 14% noworodkow zakazonych wewnatrzmacicznie. Nie zaobserwowano przy tym dominacji
jednego z wariantow genotypowych wirusa w danym typie materialu klinicznego

Wsrod dzieci uczestniczacych w badaniu niedostuch rozpoznano u 43% dzieci z zakazeniem
wrodzonym i u 11% niemowigt z zakazeniem postnatalnym lub niepotwierdzonym zakazeniem
wrodzonym. Nie wykazano zwigzku miedzy polimorfizmem UL75 a wystepowaniem objawow
cytomegalii wrodzonej bezposrednio po urodzeniu. Analiza statystyczna wynikow wykazata jednak, ze
u niemowlat z jedno- lub dwustronng utrata sluchu czescie] wystepuje zakazenie HCMV w wariancie
genotypowym gH1 (odpowiednio p=0.038 i p=0.045). Wykrycie genotypu gH2 HCMV u dzieci
zwigzane bylo z co najmniej 3-krotnie nizszym ryzykiem niedostuchu w modelu prostym ‘unadjusted’ |
modelu ‘adjusted’. skorygowanym wzgledem liczby kopii DNA HCMV (odpowiednio p=0.010 i
p=0.003). U dzieci ze zdiagnozowanym niedosiuchem stezenie DNA HCMV w moczu bylo wyzsze w
poréwnaniu do poziomu wirurii u dzieci, u ktdrych nie wystapily omawiane wady. Wariant genotypowy
wirusa nie mial jednak wplywu na miang wirusa we krwi | w moczu.

Whioski
« Oba genotypy gH1 i gH2 HCMV moga by¢ przyczyna objawowych zakazen wrodzonych

* W okresie prenatalnym wystepuja zakazenia mieszane gH HCMV

= Genotyp gH HCMV nie jest czynnikiem ryzyka rozwoju objawdw zakazenia wrodzonego
obserwowanych bezposrednio po porodzie

= Dwa czynniki, wysokie stezenie DNA HCMV w moczu i genotyp gH1 wirusa, moga stanowié
wirusowe markery ryzyka rozwoju niedostuchu u niemowlat: dzieci zakazone SZCZEpem wirusa o
genotypie gH2 maja mniejsze ryzyko wystapienia niedosluchu niz te zakazone gH1 HCMV

Uzyskane wyniki sg pierwsza obserwacjy wskazujaca na mozliwy zwiazek niedostuchu
wywotanego HCMV i zakazenia dzieci wirulentnym szczepem wirusa o genotypie gH1. Przypuszcza
sig, ze zmiennos¢ sekwencji aminokwasowych gH w réznych szczepach wplywa na strukture
antygenowa czasteczki i odpowiedz przeciwcial swoistych dla danego szczepu wirusa. Paolimorficzna
domena N-koncowa glikoproteiny H jest zlokalizowana na zewngtrznej powierzchni wiriondw i znajduje
sig pod wplywem presji selekcyjne] ukiadu immunologicznego gospodarza. Gléwna domena
antygenowa gH jest zlokalizowana wiasnie na N-koficu migdzy 34 a 43 aa Szczepy HCMV o
genotypie gH2 roznig sie od wariantu gH1 delecjg proliny w pozycji 36 (Pro36—del) | substytucjg
lizyny na histydyne w pozycji 37 (Lys37—His), Mutacje wystepujace w tym WazZnym regionie genomu
powodujg zmiany nie tylko w strukturze antygenowej gH, ale réwniez w skutecznosci dzialania
swoistych przeciwcial anty-HCMV podczas naturalnej infekcji™”. W zwiazku z tym zakazony wezesniej
gospodarz moze zostad ponownie zakazony szczepem heterologicznym. Ekspozycja na nowy
genotyp HCMV powodowala zakazenie wrodzone nawet u seropozytywnych kobiet cigzarnych.*

UL746-UL747 HCMV. Genotypy vCXC HCMV s3 zwiazane z wystepowaniem niektorych
objawow cytomegalii u niemowlat
Cytornegalovirus alpha-chemokine genolypes are associated with clinical manifestations in children with
congenital or postnatal infections. Viralogy, 2014, 462-463C: 207-217 (Praca 4)

Wirus cytomegalii rozwinal mechanizmy, ktére umozliwiaja mu rozprzestrzenianie sie w
organizmie gospodarza i unikanie odpowiedzi ukladu odpornosciowego. Genom HCMV zawiera m.in
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gen UL146 kodujacy bona fide chemoking vCXCL-1, homolog UL 147 kodujacy chemokine vCXCL-2%,
homolog UL128 kodujacy chemokine CC*, oraz inne receptory dla chemokin. Geny UL146 i UL747
znajduja sie w rejonie zmiennym UL/b' genomu wéréd 19 ORF UL133-UL 151 ulegajacych delecji w
czesto pasazowanych szczepach laboratoryjnych wirusa Towne i AD169.7*® UL146 HCMV koduje
vCXCL-1, chEmukrne 0 dzialaniu podobnym do IL-8, ktéra jest wydzielana podczas pozne] fazy
zakazenia.” Glikoproteina ta dziata jak selektywny agonusta dla CXCR1 i CXCR2.* natomiast
dzialanie vCXCL-2 nie zostalo dotychczas okreslone.* Oba geny, UL146 i UL147, wykazujg wysoki
stopien zmiennosci w izolatach klinicznych a UL146 charakteryzuje sie najwiekszg zmiennoscia
migdzyszczepowa wirod wszystkich gendw HCMy, 7445052

Celem badan bylo okreslenie czestosci wystepowania genotypow vCXCL u niemowlat na
podstawie analizy sekwencyjnej wysoce polimorficznych gendw HCMV UL146 | UL147 oraz okreslenie
zaleznosci miedzy genotypem a poziomem replikacji wirusa i wystepowaniem objawow cytomegalii.

Badaniem objeto grupe ponad 120 niemowlat z zakazeniem objawowym HCMV, wsréd ktérych
jedna czwartg stanowily noworodki z zakazeniem wrodzonym. Wszystkie niemowlgta badane w
kierunku genotypowania vCXCL mialy zakazenie objawowe HCMV. Produkty gendw UL 146 | UL147
zostaly wykryte u wszystkich badanych noworodkéw z zakazeniem wrodzonym oraz u okolo 63%
niemowlat. Badania sekwencji wykazaly wysoki stopien zmiennosci w obszarze obu Qendw, przy czym
w genie UL146 mutacje wystepowaly w calym genie, natomiast w UL147 zlokalizowane byly gldwnie w
regionie sekwencji sygnalowej biatka. Analizy sekwencji nukleotydowych | aminokwasowych wykazaly,
ze wspdlczynnik zmiennosci sekwencji genu UL746 dia réznych izolatow wynosit od 0.3% do 58%
(srednia 31%) na poziomie DNA i od 0.8% do 75% ($rednia 42%) na poziomie aminokwasdw. Ogélna
zmiennosc genu UL147 byla nizsza ($rednia 8%, zakres 0-14% na poziomie aa). Zaobserwowano
zgodnos¢ miedzy wariantami genetycznymi UL146 | UL147 w okolo 80% badanych probek (k=0.794;
p=0.001).

U noworodkow z zakazeniem wrodzonym wykryto obecnosé réznych genotypow vCXCL HCMV
(m.in. G1, G7, G5). Genotyp G1 HCMV stanowil najczestsza przyczyne zakazen wrodzonych (31%
przypadkow). Obecnos¢ genotypu G1 u badanych niemowlat byla zwiazana z 3-krotnie wWyzszym
ryzykiem wystepowania zmian w centralnym ukladzie nerwowym (p=0.036 i p=0.027 w modelu
unadjusted | adjusted) | 4-krotnie wyzszym ryzykiem powigkszenia watroby (odpowiednio p=0.015 i
p=0.010). U dzieci z zakazeniem postnatalnym, jak réwniez w kontrolnej grupie osob doroslych
zakazonych HCMV, wykrywaneo glownie genotypy G7 (34% przypadkow u niemowlat vs. 64% u osob
doroslych) i G5 HCMV (odpowiednio 20% vs. 43%). Stwierdzono, ze ryzyko rozwoju zapalenia pluc u
badanych niemowlat wzrasta 3-krotnie w przypadku zakazenia genotypem G7 HCMV, natomiast
ryzyko wystapienia IUGR i wybroczyn zwigksza sie w przypadku infekjj szczepem HCMV o genotypie
G12. Genotyp G5 wykrywany byl czeéciej u dzieci, u ktorych stwierdzano niski poziom wirurii w
porownaniu do osob zakazonych szczepami wirusa o cdmiennych genotypach (p=0.001), podczas
gdy wysoki poziom wirurii byl zwiazany z obecnoscia genotypu G9 HCMV (p=<0.05). Zakazenia
mieszane réznymi szczepami HCMV wykryto tylko u 7% niemowlgt i 11% badanych osob dorostych.
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze w materialach byly obecne dodatkowe warianty genetyczne wirusa,
ktorych  wykrycie bylo niemozliwe przy uzyciu zaslosowane] metody genotypowania.
Sekwencjonowanie produktéw PCR umozliwia analize tylko jednego z licznych szczepdw wirusa, ktore
moga byc potencjalnie obecne w badane] probee. Poniewaz testy mogg wykry¢ tylko takie mutanty
wirusa, ktore stanowia co najmniej 20-25% calej populacji wirusa, wyniki genotypowania zaleza od
poczatkowe] liczby kopii DNA wirusa.
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Gldwne wnioski;

= Geny UL146i UL147 HCMV wykazujg wysoki stopien zmiennosci

« Zgodnose migdzy wariantami genetycznymi UL 146 i UL 147 wynosi okolo 80%

* Okreslono rozkiad genotypow vCXCL-1 i vCXCL-2 u niemowlat zakazonych HCMV
= Wszystkie genotypy vCXCL HCMV moga powodowad zakazenia wrodzone

« Wykazano zwigzek migdzy genotypem vCXCL wirusa i poziomem wirurii

= Wystepowanie niektérych genotypéw vCXCL jest prawdopodobnie zwigzane z objawami
zakazenia HCMVY u niemowlat

Motyw konserwatywny kwas glutaminowy-leucyna-arginina (ELR)CXC, ktary jest obecny u 13
genotypéw vCXCL-1 jest prawdopodabnie niezbedny dia aktywnosci chemokiny, wiazania receptora |
lego aktywacji. Analiza sekwencji vCXCL-1 wykazala, ze genotypy G1 i G8 Zawierajg motyw
ELRCRC, genotyp G2 — motyw ELRCKC, natomiast genotypy G7, G9, G10. oraz G12-G14 - motyw
ELRCPC. Szczepy wirusa o genotypach G5 lub G6 zawierajg CXC, ale utracity motyw ELR; zawierajg
one w efekcie motyw NGRCXC, ktéry moze oddzialywaé na limfocyty T i B. Przypuszcza sie, ze
modyfikacja motywu ELR na NGR (E-N, L-G) powoduje zmiane funkcji chemokiny, Mozliwe, ze
zmiennosé w tym rejonie ULT46 i obecnosé motywu NGR w szczepach wirusa o genotypie G5
odpowiada za ograniczong replikacje wirusa w moczu dzieci,

Przeprowadzone badania wykazaly po raz pierwszy, ze niektore genotypy vCXCL wydajg sie byé
zwigzane z okreslonymi objawami zakazenia HCMV u niemowlat. Jednakze nie wiadomo dotychczas,
czy genotypy vCXCL roznig sie wiasciwosciami biclogicznymi. Badania funkecjonalne majace na celu
okreslenie aktywnosci réznych wariantéw vCXCL HCMV sa kentynuowane.

Badanie prowadzono we wspélpracy z nastepujacymi osrodkami klinicznymi i naukowymi: Instytut
Biologii Medycznej PAN, Pracownia Wirusologii Molekularnej i Chemii Biologicznej, Ladz; Instytut
Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka, Zaklad Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej, Warszawa; Instytut
Centrum Zdrowia Matki Polki, Il Klinika Pediatrii, £édz.

Czestosc wystepowania genotypéw UL744, US28 i UL55 HCMV u niemowlat z zakazeniem
wrodzonym lub postnatalnym
Distribution of UL144, UUS28 and ULSS genolypes in Polish newboms with congenital cytomegalovirus

infections. European Journal of Clinical Microbiology and Infeclious Diseases. 2012, 31 (7): 1335-1345
(Praca 1)

Human cylomegalovirus UL5S5, ULT44, and US28 genotype distribution in infants infected congenitally or
posinalally. Journal of Medical Virology, 2015 (w druku, doi; 10.1002/jmv.24222) (Praca 5)°

*Wyniki badanych 25 noworodkéw z wrodzonym zakazeniem HCMV opublikowane wezesdniej w Pracy
1 zostaly wiaczone do niniejszych badan.

Celem podjetych prac bylo zbadanie 1) czy okreslone genolypy wirusa sa zwiazane z
przypadkami objawowych zakazert HCMV u niemowlat i 2) zwiazku pomigdzy genotypem a mianem
wirusa. Badano zmiennos¢ w genie UL55 HCMV kodujacym gB, genie UL 144 kodujacym receptor dia
TNFa | US28 kodujgcym receptor dla R-chemokiny. Geny te zostaty wybrane ze wzgledu na ich
potencjaine znaczenie w tropizmie komérkowym i tkankowym wirusa oraz wirulencji. Glikoproteina B
jest gtownym skiadnikiem ostonki HCMV i pelni wazng rolg w adsorpcji wirusa do komoarki, fuzji | w
procesie penetracji. Jest rowniez niezbedna do replikacji wirusa w fibroblastach. Na podstawie
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sekwencji nukleotydowych kodujgcych zmienny region genu ULSS5, wytypowano cztery gldwne
warianty genotypowe gB1-4 oraz rzadziej wystepujace warianty gB5-7. Genotypy gB wykazuja
specyfike geograficzng i zaden z nich nie wystepuje specyficznie w cytomegalii wrodzonej,'® #5454

Gen UL744, zlokalizowany w regionie UL/, koduje homolog mediatora wejscia dla
herpeswirusow (HVEM, ang. herpes simplex virus entry mediatar), ktéry nalezy do rodziny receptordw
dla TNF (TNFRSF, ang. TNF receptor supedamﬂy}.f"" Ta interesujaca glikoproteina utracita domene
CRD3 bogatz w cysteing i nie wigze sie z zadnym znanym ligandem dla TNF.*® Dotychczas
zaobserwowano, ze tylko atenuator limfocytow T i B (BTLA) wiaze sie do bialka pUL144, co moze
hamowac proliferacje limfocytow, nasladujac tym samym dziatanie hamujace HVEM.* pUL144 moze
takze aktywowac czynniki transkrypcyjne tj. NFxB i bialkkoe TRAF6, co prowadzi do ekspresji
chemokiny CCL22, chemoatraktantu dla komérek T i Th2.* Sekwencje nukleotydowe genu UL144
przyporzadkowano do pieciu grup gléwnych: A, B, C, AB i AC.*

US28 ORF koduje receptor dla B-chemokin, ktéry wiaze chemokiny pozakomarkowe, moduluje
odpowiedz immunologiczng gospodarza™® oraz warunkuje miedzykomarkowe rozprzestrzenianie sie
wirusa.*' Pomimo, iz obie sekwencje koncowe US28 charakteryzuje znaczy stopied zmiennosci, to
polimorfizm domeny N-korncowej stuzy do wyrdzniania czterech glownych genotypow US28 HCMV.
Przypuszcza sig, ze roznice w sekwencjach izolatéw klinicznych mogg mied wplyw na migrage
leukocytéw do réznych tkanek i narzaddw. *

Materiat do badan stanowily izolaty krwi i /lub moczu otrzymane od 60 noworodkéw z zakazeniem
wrodzonym i 90 niemowlat z zakazeniem postnatalnym HCMV lub zakazeniem nieckreslonym. Nalezy
zaznaczyc, ze 25 przypadkéw zakazen wrodzonych HCMV u noworodkow zostalo wlgczenych do obu
opisywanych prac. Pierwsze badanie wykonane u kobiet ciezarnych i ich dzieci wykazalo, ze krew
noworodkew w dniu narodzin zawierata okolo 2 5-krotnie wyzsze miano wirusa w poréwnaniu z
poziomem wiremii u matek. Obecnoéé DNA HCMV we krwi byla wykryta u 56% kobiet oraz u
wszystkich wyselekcjonowanych noworodkéw. Prawie wszystkie noworodki i osoby doroste byly
zakazone szczepami HCMV o genotypie gB2. Genotypy gpUL144 B1 lub pUS28 A2 w badanych
przypadkach zakazeri wertykalnych pojawialy sie czesciej niz u osdb dorostych  poddanych
immunosupresji. Nie stwierdzeno korelacji miedzy genotypami w zakresie UL55, UL 144 | US28 HCMV
a przebiegiem klinicznym (Praca 1). W kolejnych latach zebrano wiekszg grupe noworodkdw z
zakazeniem wrodzonym, dodatkowo, dolgczono do badan grupe niemowlat z zakazeniem
postnatalnym HCMV lub nierozpoznanym zakazeniem wrodzonym. Wyniki badan przeprowadzonych
na wigkszej grupie dzieci przedstawiono w Pracy 5. Otrzymane wyniki wykazaly, ze rozklad
genotypow gB | pUS28 jest podobny w grupie dzieci z zakazeniem nabytym drogg wertykalng i
postnatainie. Wiekszos¢ noworodkéw byla zakazona wewnatrzmacicznie szczepami HCMV o
genotypach gB2 (75%), gpUL144 B (682%) | pUS28 A2 (55%). Analiza sekwencji w rejonie trzech
polimorficznych loci wykazala, ze okolo 22% niemowlgt bylo zakazonych dwoma lub trzema
szczepami HCMV wykrytymi w roznego typu materialach. W rozkiadzie gB zaobserwowano
zroznicowanie geograficzne, przy czym wariant gB2 byt prewalentny wsréd noworodkéw i niemowlat
Polski Centralnej podczas, gdy genotypy gB1 i gB2 wykrywano z podobng czestoscia w Malopolsce.
Genotypy pUS28 A1 | AZ wystepowaty zaréwno u noworodkéw z zakazeniem objawowym, jak i
bezobjawowym. Genotyp gpUL144 B1 byl najczestsza przyczyna zakazen wodzonych HCMV
(p=0.018), podczas gdy warianty B4 i A1 byly prewalentne u niemowlat z zakazeniem nabytym
postnatalnie lub z nierozpoznanym zakazeniem wrodzonym. Wariant gpUL144 B1 byl wykryty u ckolo
70% dzieci z zakazeniem bezobjawowym (p=0.008). Zakazenie szczepem HCMV o wariancie B1
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zmniejszalo 5-krotnie ryzyko wystapienia objawow zakazenia wrodzonego (p=0.006). Warianty
gpuUL144 A i C byly wykrywane giownie u niemowlat z zakazeniem objawowym, ale nie stwierdzono
istotnej korelacji miedzy tymi czynnikami. Nie stwierdzono takze zaleznosci miedzy okredlonym
genotypem wirusa a poziomem jego replikacji w danym materiale.

Pomimo znacznej zmiennosci obserwowanej w kazdym z badanych gendw, nie stwierdzono
korelacji pomiedzy wariantami gB, gpUL144 | pUS28. Rola gpUL144 w patogenezie infekgji
wrodzonych nie jest znana. Gen UL144 wykazuje duza zmiennosé w ektodomenie CRD1 i bialku
sygnatowym,” co moze przyczyniac sig do zmiany reaktywnosci przeciwcial specyficznych wzgledem
UL144. Jednakze oddzialywanie pomiedzy gpUL144 | BTLA wydaje sie by¢ podobne w przypadku
wszystkich genotypow wirusa *

Whioski:

= Polimorfizmy genow UL55, UL144 | US28 nie sa zwiazane z przebiegiem zakazenia HCMV u
niemowlat

» Razne genotypy UL144 HCMV moga byé przenoszone wertykalnie od matki do plodu
= Obecnosc genotypu UL144 B1 moze stanowi¢ wirusowy marker zakazen bezobjawowych

Badania wykonano w ramach wspélpracy nastepujacych osrodkéw: Instytutu Biologii Medycznej PAN,
Pracownia Wirusologii Molekularnej i Chemii Biologicznej, tédz; Uniwersytetu Medycznego w Lodzi,
Klinika Medycyny Matczyno-Plodowe i Ginekologii, tédz, Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki
Klinika Medycyny Matczyno-Plodowe i Ginekologii, 1ll Klinika Pediatrii, £6dz Instytutu Pomnik -
Centrum Zdrowia Dziecka, Zaklad Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej, Warszawa: Caollegium
Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego, Zakiad Wirusologii, Katedra Mikrobiologii, Krakow.

Miano wirusa jako czynnik ryzyka zakazen prenatalnych i perinatalnych HCMV (Prace 1-5)

Wszystkie prace przedstawione jako osiagniecie naukowe opisuja takze Zwigzek pomiedzy
mianem HCMV w materiatach klinicznych i objawowym zakazeniem HCMV u niemowlat lub
zakazeniem wrodzonym. Otrzymane wyniki roznig sie nieznacznie w publikacjach ze wzgledu na
liczebnose i sklad badanych grup osobniczych. Ponadto, w poszczegdinych pracach zawarto wyniki
dotyczace one zaleznosci miedzy wariantami genetycznymi HCMV a mianem wirusa.

Wysokie miano wirusa i jego replikacja w zakazonych narzadach mogg peinic wazna role w
patogenezie cytomegalii wrodzonej. Wysokie miano HCMV w plynie owodniowym jest znanym
czynnikiem prognostycznym wewnatrzmacicznych zakazen objawowych u dzieci.™ Zaobserwowano,
ze niemowlgta z objawowym zakazeniem HCMV charakteryzuja sie wyzszym poziomem wiremii i
wirurii w poréwnaniu z dziecmi z zakazeniem bezobjawowym. Wysoki poziom wirurii obserwowano u
dzieci z malopltytkowoscia (p=0.028), niedokrwistoscia (p=0.021), wybroczynami  (p=0.004),
powigkszeniem watroby (p=0.034), SNHL (p=0.030), torbielami mézgu (p=0.013) i zapaleniem
watroby (p=0.021). Dodatkowo, stezenia DNA HCMV w moczu byly wyzsze u dzieci z zakazeniem
wradzonym w pordwnaniu do dzieci zakazonych postnatainie. Nizsze poziomy wiremii wykryto w obu
badanych grupach dzieci w poréwnaniu do poziomu wirurii, ale ograniczona dostepnosé materialow
nie pozwolita na wykonanie peinych analiz wiremii.

Miano HCMV zwigzane bylo z ryzykiem utraty sluchu u niemowlat z zakazeniem wrodzonym.
Dzieci z SNHL wydalajg wirusa z moczem przez okres > 4 lat, co sugeruje, ze ten objaw jest zwiazany
z aktywnga replikacjg wirusa i wysckim mianem wirusa w przypadku dzieci z zakazeniem wrodzonym.*
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Ross i wspolpr. zaobserwowali, 2e niskie miano wirusa (<3 500 kopii/ml) wiazalo sie z mnigjszym
ryzykiem utraty sluchu u dzieci z bezobjawowym zakazeniem wrodzonym ®* Wysokie miano i
diugotrwala replikacja wirusa w zakazonym narzadzie moga prowadzié do uszkodzenia nie
regenerujacych sig komorek sluchowych w uchu wewnetrznym | spiralnych neuronow zwojowych, co
prawdopodobnie odgrywa wazng role w patogenezie utraly sfuchu zwigzane] z zakazeniem
wradzonym HCMV. %

Reasumujac:

1. Oznaczono rozkiad genotypow gB, gN, gH, gpUL144, vCXCL-1,-2 i pUS28 HCMV w populacji
noworodkow z zakazeniem wrodzonym HCMV | niemowlat z zakazeniem nabytym postnatalnie
lub niepotwierdzonym zakazeniem wrodzonym

2. Badania przeprowadzone dla siedmiu réznych fragmentéw genomu HCMV (UL5S, ULT3, ULTS5,
UL144, UL146, UL147, US28) wykazaly, ze genotyp wirusa nie wplywa na transmisje zakazen
prenatainych i postnatalnych

3. Zakazenie ptodu moze byé¢ nastepstwem transmisji wertykalne] wiecej niz jednym szczepem
HCMWY

4. Oprécz innych czynnikéw ryzyka, genotypy gN, gH i vCXCL HCMV mogg byé przydatne w
prognozowaniu ryzyka wystgpienia objawéw u niemowlat zakazonych prenatainie |ub
postnatalnie

* szczepy o genotypie gN4 i gN2 charakteryzujg sig wieksza wirulencja i patogennoscig niz
warianty gN1 i gN3

* zakazenie dziecka genotypem gH1 moze predysponowac do rozwoju niedostuchu

* szczepy HCMV zawierajgce motyw ELRCXC w genie UL146, glownie genolypy G1i G7, moga
stanowic ryzyko zakazen objawowych HCMY

5. Nie stwierdzono zwigzku miedzy genotypami gB, gpUL144 i pUS28 HCMV a przebiegiem
klinicznym zakazen HCMV u niemowlat

6. Poziomy wirurii | wiremii HCMV 53 wyzsze u noworodkéw z zakazeniem wrodzonym w
porownaniu do dzieci z zakazeniem nabytym droga postnataing lub niezdefiniowanym
zakazeniem HCMV; miano wirusa w plynach ustrojowych ma Zwigzek z wystepowaniem
niektérych objawéw cytomegalii

7. Otrzymane obserwacje wymagajg potwierdzenia na wigksze] liczbie dzieci, szczegoélnie w
przypadku genotypdw rzadko wystepujacych w populacyi polskiej.

Przeprowadzone badanie bylo pierwszym w Europie Srodkowo-Wschodniej, ktére analizowalo siedem
zmiennych rejonéw genomu HCMV u niemowlat zakazonych prenatalnie lub postnatainie. Wykazano,
ze zmiennosc genetyczna HCMV w zakresie gendw kodujgcych glikoproteiny ostonki M i H, oraz a-
chemoakiny moze wplywac na przebieg zakazenia, Polimorfizmy wystepujace w obszarze tych genow
moga byc zwigzane ze zmiang immunoclogiczne] regulacji procesu zakazenia, tropizmu
komorkowego/tkankowego, replikacji i rozprzestrzeniania sig wirusa. Chociaz wiekszos¢ mutacji w
genomie HCMV jest stabilna, to prawdopodobnie niektére z nich wplywaja na zmiane Zzywotnosci
wirusa lub patogeneze. Badania sekwencjonowania de novo catych genomoéw HCMV otrzymanych z
przypadkow zakazer wrodzonych moga wskazacé inne genotypy wirusa zwigzane z objawami infekcji
HCMV. Wiedza ta moze wskaza¢ nowe kierunki badan i zmnigjszy¢ w przysziodci problem cytomegalii
wrodzonej.
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W przedstawionym cyklu prac mozna wyrézni¢ nastepujace obszary praktyczne:

1. Przedstawione wyniki przyczyniajg sie do rozwoju wiedzy w zakresie zakazer wrodzonych |
postnatalnych HCMY

2. Nasze wyniki przedstawiaja nowe dane dotyczace wystepowania genotypow HCMV w populacii
polskich niemowlgt zakazonych prenatalnie i postnatalnie

3. Zidentyfikowalismy markery molekularne, ktdre wydaja sie byé Zwiazane z zakazeniem
objawowym HCMV u niemowlat, co moze by¢ pomocne we wczesnym wprowadzeniu terapii
przeciwwirusowej

4. Okreslenie profilu  molekularnege kluczowych” genow HCMV moze byé pomocne w
prognozowaniu bezobjawowych | abjawowych zakazen u dzieci

5. Poznanie czynnikow ryzyka prowadzacych do rozwoju objawéw choroby umozliwi opracowanie
strategii diagnostycznych i terapeutycznych. Takie osiagnigcia moga zmniejszyt konsekwencje
zakazen HCMV przenoszonych wertykalnie od matki do dziecka

Potrzebne sg dalsze badania okreslajgce czynniki wirusa i gospodarza, klore moga byt zwigzane z
ochrong przed transmisja HCMV | rozwojem cytomegalii. Poniewaz wiekszos¢ dzieci zakazonych
HCMV nie wykazuje objawdw cytomegalii | ma dobre rokowanie, badania majgce na celu identyfikacje
markerow zakazen objawowych powinny mie¢ wysoki priorytet.
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Pozostale osiagniecia naukowo — badawcze

DOROBEK NAUKOWY

Sumaryczny impact factor (JCR) publikacji petnotekstowych zgodnie z rokiem opublikowania:
43,871, w tym 22,125 za pierwszoautorskie prace oryginalne

Suma punktéw MNISW za publikacje naukowe w czasopismach (bez suplementow): 474, w tym 207
przypada na pierwszoautorskie prace oryginaine

Sumaryczna liczba prac: 30 (w tym pierwszy autor w 16 pracach, autor korespondencyjny w 13
pracach)

Sumaryczny IF (zgodnie z rokiem opublikowania) po uzyskaniu stopnia doktora: 43,871; sumaryczna
liczba punktow MNISW po uzyskaniu stopnia doktora: 452

Liczba cytowan publikacji wediug bazy IS| Web of Science: 192 (All Databases), 168 cytowan
{Core Collection), wedtug Scopus 213

Indeks Hirscha: 6 (1SI Web of Science), 7 (Scopus).
dane z dnia 14 maja 2015 r.

taczna liczba publikacji petnotekstowych (z wylaczeniem prac z cyklu habilitacyjnego): 25, w
tym 21 prace oryginaine i 4 prace przegladowe: pierwszy autor w 11 pracach, autor korespondencyjny
w 8 pracach. Sumaryczna punktacja za publikacje pelnotekstowe, z wylgczeniem prac z cyklu
habilitacyjnego, wynosi IF - 29,669, MNISW - 344.

Dodatkowo wspotautor patentu oraz 3 zgioszen patentowych (w tym 1 miedzynarodowego), 4
rozdziatow w podreczniku lub w skrypcie oraz 13 prac typu proceedings (w tym 4 opublikowanych w
suplementach czasopism), oraz 91 komunikatow konferencyjnych, w tym 45 z konferenci
miedzynarodowych,

Ponadto 5 prac oryginalnych, w tym 2 z pierwszym lub ostatnim autorstwem, znajduje sie w recenzji w
redakcji czasopism z listy filadelfijskiegj.

Szczegolowy wykaz dorobku naukowego umieszczono w zalgczniku 6.

PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ*
*W rozdziale oméwiono wyniki prac, ktére nie zoslaty wigczone do rozprawy.

|. PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA NAUK BIOLOGICZNYCH

Prace naukowa rozpoczelam jako studentka czwartego roku mikrobiologii  Uniwersytetu
Wroclawskiego w Laboratorium Wirusologii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalne) im. L.
Hirszfelda PAN we Wroclawiu, gdzie pod opieka naukows Prof. dr hab. Zofii Blach-Olszewskigj
przygotowatam prace magisterska pt. tozysko ludzkie jako uklad do badar wirusologicznych. Po
studiach odbylam 3-miesieczny staz w Eidgendssische Forschungsanstalt fir landwirtschaftlichen
Pflanzenbau, Zirich Reckenholz, Szwajcaria. W styczniu 1992 r. rozpoczetam prace w Laboratorium
Wirusologii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda PAN na stanowisku
asystenta. W latach 1992/1993 uczestniczylam w badaniach dotyczaeych produkgiji interferonu (IFN) i
czynnika martwicy nowotworéw (TNF) uwalnianych przez mysie makrofagi otrzewnowe. Wykazano, ze
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produkcja konstytutna IFN | TNF zalezy od szczepu, wieku i plci badanych zwierzat, ale nie
stwierdzono podobnych zaleznosci w przypadku produkeji IFN-R | TNF-a po stymulacji LPS.
Zastosowanie naturalnego preparatu TTP stymulowalo uwalnianie IFN-B | TNF-a przez komdrki
otrzewnowe myszy szczepu BALB/c, podczas gdy inne szczepy zwierzat nie odpowiadaty lub
ocdpowiadaly w niewielkim stopniu na podanie induktora,

Wyniki zostaly przedstawione w nastepujacych publikacjach (zalgcznik 6, czesé |, prace 11 2):

= Zaczynska E.. Broniarek E., Blach-Olszewska 7. Spontaneous and lypopalysaccharide-induced tumor
necrosis factor alpha and interferon beta production by resident peritaneal calls of mice: effect of sex, age
and strain. Archivum Immunologiae at Therapiae Experimentalis, 1993, 41(1), 67-71.

* Bilach-Olszewska Z., Zaczyriska E., Broniarek E., Inglot A.D. Production of cytokines by mouse peritoneal
calls treated with Tolpa® Torf Preparation (TTP*): dependence on age and strain of mice. Archivum
Immunclogiae et Therapiae Expenmentalis, 1993, 41(1), 81-85

oraz w ftrzech komunikatach konferencyjnych (Annual Meeting of the International Society for
Interferon Research, 1992, Toronto; VIl Zjazd Polskiego Towarzystwa Immunoclogicznego, 1892,
Solina).

Przeciwwirusowa aktywnos¢ hodowli narzadowych lozyska ludzkiego z ciazy donoszonej

W latach 1992 — 1995 realizowalam badania dotyczace odpornosci wrodzonej fozyska ludzkiego
w zakazeniach wirusowych, prowadzone w ramach projektu KBN nr 4.0689.91.01 pt. Makrofagi
endotelium lozyska (znaczenie dla AIDS). Celem prowadzonych przeze mnie badarn byto okreslenie
aklywnosci przeciwwirusowej lozysk ludzkich z cigzy donoszonej i roli cytokin . IFN, TNF |
interleukiny 6 (IL6) w pierwotnych zakazeniach wirusowych fozyska. Wykazatam, ze 70-90% lozysk z
Il trymestru cigzy wykazuje konstytutywna aktywnosé przeciwwirusows potwierdzona m.in. przez
niewrazliwosté komorek fozysk i blony owodniowe] na zakazenie doswiadczalne wirusami
indykatorowymi (herpes simplex virus type 1, HSV-1; encephalomyocarditis virus, EMCV: vesicular
stomatitis virus, V8V). Wraz z wiekiem hodowli narzadowych, fozyska i blony owadniowe nabywaty
wrazliwosci na infekcje wirusowe i podnosit sie poziom replikacji wirusdw, Zaobserwowano, Ze
komarki lazysk z ciazy donoszonej uwalniaja konstytutywnie i po stymulacji induktorami duze ilosci
TNF, IL6 1 1L10. IFN, gléwnie typu B, produkowany byl w lozyskach z Il trymestru cigzy w llosciach
Sladowych. Niska produkcja i ekspresja aktywnosci przeciwwirusowej IFN wskazuja, 2ze procesy te
podlegajg w lozysku silnej supresji. Konsekwencja eliminacji aktywnosci cytokin endogennych
swoistymi przeciwciatami byl wzrost replikacji badanych wiruséw. Stwierdzitlam, ze najsilniejsza
aklywnost przeciwwirusowa wykazujg w fozysku TNFa i interferony typu |. Badania realizowalam we
wspolpracy z oérodkami klinicznymi: QOddzialem Polosnictwa i Ginekologii Wojskowego Szpitala
Klinicznego z Poliklinika we Wroclawiu oraz Oddzialem Poloznictwa Zabiegowego | Oddzialem
Ginekologii Septycznej Wojewadzkiego Szpitala Zespolonego we Wroclawiu.

Opieke naukowa nad prowadzonymi badaniami pelnila Prof Z. Btach-Olszewska, ktérej
zawdzigczam zainteresowanie tematyka odpornosci wrodzonej, przygotowanie do samodzielnej pracy
naukowej | wieloletnig przyjazn. Otrzymane wyniki badan posiuzyly mi do przygotowania rozprawy
doktorskiej pt. Przeciwwirusowa aktywno$¢é hodowli narzadowych ludzkiego lozyska z cigzy
donoszonej; rola IFN, TNF i IL-6, na podstawie ktérej w 1995 r. uzyskatam stopien doktora nauk
biolagicznych. Przygotowana rozprawa doktorska, po otrzymaniu wyrdznienia rady naukowej Instytutu
1 pozytywnej opinii Komitetu Naukowego PAN, zostala wyrdzniona w 1996 r. Nagroda Prezesa Rady
Ministrow.
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Zdobyta wiedza | wyniki otrzymane podczas realizacji pracy doktorskiej zostaly przedstawione w
nastgpujacych publikacjach (zafgcznik 6, czesé |, prace 3-6; czesé I, 11 2), przy czym pozycie 5 (J
IFN Cyt Res, 1996) 16 (Placenta, 1997) ukazaly sie po uzyskaniu stopnia doktora:

* Broniarek E. Procesy immunologiczne lozyska ludzkiego i ich znaczenie w przeciwwirusowsj odpornosa. |

Wirusowe zakazenia plodu. Nieswoista przeciwwirusowa odpornosé. Postepy Higiany § Medycyny
Doswiadczalng/ [praca przegladowa), 1994, 48(3), 227-241.

= Broniarek E. Procesy immunologiczne lozyska ludzkiego i ich znaczenie w przeciwwirusowe] odpornodc. I,
Qdpornosé swoista. Postepy Higieny | Medycyny Doswiadczalngj [praca przegladowal, 1994, 48(4), 345-
362.

* Paradowska E. Immunclogiczne funkcje lozyska | érodblonka w zakazeniach wirusowych, nieswoiste
mechanizmy obronne. Postepy Higieny i Medycyny Do$wiadczalnej, 1995, 49(1), 137-145.

= Paradowska E,, Blach-Olszewska Z., Gierlinska M., Woytor J. Effect of exogenous tumor necrosis factor o,
interleukin € and interferons on vesicular stomatilis virus replication in human placenta and amniotic
membrane organ cultures. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis, 1998, 44(1), 57-62

+ Paradowska E., Blach-Olszewska Z., Sender J., Jarosz W. Antiviral nonspecific immunity of human
placenta at term: Possible role of endogenous tumor necrosis factors and interferons. Jowmal of Interferon
and Cytokine Research, 1996, 16(11), 941-848. IF - 1,275,

= Paradowska E., Blach-Olszewska Z., Gejdel E. Constitutive and induced cylokine production by human
placenta and amniotic membrane at term. Placenta, 1997, 18(5-6), 441-446, IF - 2.473.

Whyniki badan postuzyly ponadto do przygotowania 10 komunikatéw konferencyjnych (m.in. Annual
Meeting of the International Society Interferon and Cytokine Research, 1994, Budapeszt; VIl Zjazd
Polskiego Towarzystwa Immunologicznego, 1995, Wroctaw; First Jaint Meeting of the International
Cytokine Society and the international Society for Interferon and Cytokine Research, 1996, Genewa;
XXl Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiclogow, 1996, Lodz).

Il. PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA NAUK BIOLOGICZNYCH

W koncu 1995 r. z powoddw osobistych przeprowadzitam sie do todzi, gdzie rozpoczelam prace
w Pracowni Wirusologii Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN na etacie adiunkta. pod opieka
naukowg Prof dr. hab. n. med. Mirostawa Kantocha, W kolejnych latach osrodek ten zostat
przeksztalcony w Centrum Biologii Medycznej PAN, a nastepnie w Instytut Biologii Medyczne] PAN, w
ktorym pracuje do chwili obecnej. Podczas pracy w tych jednostkach bylam/jestem zatrudniona w
Pracowni Wirusologii Molekularnej | Chemii Biologicznej (PWMICB) kierowanej przez Prof. dr. hab.
Zbigniewa J. Lesnikowskiego.

Mechanizm transmisji wirusa cytomegalii (HCMV) przez tozysko ludzkie. Wplyw
polimorfizmu genéw HCMV na transmisje zakazen wewnatrzmacicznych i wybrane wiasciwosci
biologiczne wirusa

Giownym tematem moich badan sa mechanizmy molekularne zakazen ludzkim wirusem
cytomegalii (HCMV). Znaczna czes¢ prowadzonej dzialalnosci naukowej dotyczy zakazen
wrodzonych i infekcji nabytych w okresie postnatalnym. W latach 1999 — 2002 kierowatam badaniami
nad mechanizmem transmisji HCMV przez lozysko ludzkie ze szczegolnym uwzglednieniem roli
trofoblastow | makrofagéw (projekt KBN nr 4POSE 034 16). W cytotrofoblastach oraz makrofagach
izolowanych z kosmkéw i doczesnej zakazonych HCMV in utero wykazalam obecnos¢ DNA oraz
bialek wczesnych i poznych wirusa, potwierdzajac, ze w komérkach lozyska i doczesnej dochodzi do
produktywnej infekcji HCMV. Wrazliwos¢ komorek fozyska na zakazenie HCMV potwierdzono takze
podczas infekgji doswiadczalnych roznymi szczepami laboratoryjnymi wirusa w warunkach in vitro.
Zaobserwowano, ze cytomegalowirus namnaza sie w makrofagach doczesne] do wyzszych mian w
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poréwnaniu do komoérek Hofbauera i cytotrofoblastéw, w kiorych dochodzi do ekspresji tylko
antygenéw bezposrednio-wczesnych | wczesnych wirusa. Podczas realizacji tego projektu
rozpoczelam wieloletnia wspolprace z Klinikg Medycyny Matczyno-Plodowej i Ginekologii Instytutu
Centrum Zdrowia Matki Polki oraz Uniwersytetu Medycznego w todzi. W latach 2003 - 2007,
kierowalam realizacjg projektu MNil nr 3 POSE 001 25 dotyczacego wplywu polimorfizméw w genach
wirusa cytomegalii na transmisje zakazen wewnatrzmacicznych i wybrane wilasciwosci biclogiczne
wirusa. Nasze gléwne zainteresowania dotyczyly trzech zmiennych regionow genomu wirusa
kodujgcych geny ULS55, UL144 i US28. Badania zmiennoSci genetyczne] w tych rejonach genomu
HCMV zostaly pézniej rozszerzone o badania izolatéw klinicznych od oséb z oslabionym ukiadem
odpornosciowym, wigczajac osoby zakazone HIV i biorcow przeszczepu nerki. Badania zmiennosci w
obszarze tych gendw wykonane u pacjentow z wtdrnymi niedoborami odpornosci oraz 24 noworodkow
z zakazeniem wrodzonym byly przedmiotem pracy doktorskiej dr Mirostawy Studzinskiej (2010 r.).
Dodatkowo badano wybrane mechanizmy odpornosci wrodzonej lozyska ludzkiego, w tym role cytokin
w odpornosci wrodzonej i transmisji wertykalne] HCMV. Badania lozysk zakazonych HCMV in utero
wykazaly obecnosc DNA wirusa w 76% narzadéw z Il trymestru ciazy, przy czym transmisje wirusa z
doczesne] do kosmkow plodowych stwierdzono w okolo 2/3 zakazonych narzadow. Czestosé
wystepowania pierwolnego zakazenia wrodzonego w badanej grupie noworodkow oszacowano na
42%. W lozyskach otrzymanych od zdrowych kobiet cigzarnych oraz w lozyskach zakazonych HCMV
In utero lub in vitro okreslono produkcie i role wybranych cytokin: TNF, IFN, IL-6 i IL-18. Stwierdzono,
Ze w polowie badanych narzadow endogenny TNFa i w mniejszym stopniu TNFR wykazuja nieswaistg
odpornosc przeciwwirusows. Zakazenie HCMV w warunkach in utero powodowalo stymulacje syntezy
TNFa na etapie transkrypcji | wzrost aktywnosci TNFa i B w réznych typach komérek lozyska.

W ramach realizowane] tematyki badawczej opracowano testy do wykrywania réznych fragmentow
regionu US genomu HCMV i zastosowano je do detekcji zakazen w materiatach klinicznych, wiaczajac
plyn owodniowy i fozyska. Jeden z opracowanych testow typu nested-PCR do detekgji fragmentu genu
US14 HCMV zostal opatentowany (zafgcznik 6, czest VI, patent nr 189683). Po odbytym stazu w
Royal Free and University College Medical School w Londynie (2003 r.), wprowadzilam metade PCR
w czasie rzeczywistym z sondami typu TagMan do oznaczania liczby kopii DNA HCMV w materiatach
klinicznych i zastosowatam jg do badania replikacji wirusa m.in. w fozyskach i plynach owodniowych.

Otrzymane wyniki zawarto w 4 publikacjach (zafacznik 6, czesé |, prace 7, 8, 10, 11), 8 komunikatach
typu proceedings (zafgcznik 6; czesc Ill, 2-9) oraz 20 streszczeniach konferencyjnych (m.in. Third
Joint Meeting of the International Cytokine Society (ICS)/International Society for Interferon and
Cytokine Research (ISICR), 2000, Amsterdam; XVII European Congress of Perinatal Medicine, 2002,
Oslo; European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2004, Praga; Xl
International Federation of Placenta Associations Meeting /European Placenta Groupl/, 2005,
Glasgow; Krajowy Kongres Biotechnologii, 1999 Wroclaw, 2003 tédz Kongres Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw, 2004, Bydgoszcz).

« Paradowska E., Studzifiska M., Przepiorkiewicz M.,. Lesnikowski Z. J. Wrazliwosc lozyska ludzkiego na

zakazenie wirusem cytomegalii, Dzialalnosé naukowa, 2002, 14, 49-50.

+ Paradowska E.. Nowakowska D., Przepiorkiewicz M., Studzinska M., Wilczynski J., Lesnikowski 7., Study
on trophoblasts and placental macrophages susceptibility 1o human cytomegalovirus infection. Archives of
Perinatal Medicine, 2003, 8(1), 60-64,

» Paradowska E., Przepidrkiewicz M., Nowakowska D., Wilczynski J., Lesnikowski 7.0 Detection of human
cylomegalovirus DNA in pregnant women by single tube PCR with three primers. Polish Journal of
Gynaecological Investigations, 2008, 9(1), 24-29,
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+ Paradowska E., Przepiorkiewicz M., Mowakowska D., Studzinska M., Wilczynski J., Emery V.C,
Lesnikowski Z.J. Detection of cytomegalovirus infection in human placental cells by polymerase chain
reaction. APMIS, 2006, 114(11), 764-771. IF — 1,875,

Zakazenia prenatalne i perinatalne HCMV

W latach 2008 — 2011 kierowatam miedzynarodowym projektem Mechanizmu Finansowego EOG
pt. Zakazenia prenatalne i perinatalne ludzkim wirusem cytomegalii (PLO270); dane o projekcie
dostgpne na stronie hitp://www.ibmpan. pl/pl/projekty-pan-ibm/eea-grants/zakazenia-prenatalne-i-
perinataine-ludzkim-wirusem-cytomegalii. Projekt realizowany byl w Instytucie Biologii Medycznej PAN
(IBM PAN) w todzi w partnerstwie z Department of Cancer Research and Molecular Medicine,
Norwegian University of Science and Technology (NTNU), Trondheim, Norwegia, oraz z wiodacymi
krajowymi osrodkami naukowymi i dydaktycznymi: Uniwersytetem Medycznym w todzi, UM (Klinika
Medycyny Matczyno-Ptodowej | Ginekologii, Il Katedra Ginekologii i Pofoznictwa), Instytutem Centrum
Zdrowia Matki Polki w todzi, ICZMP (lll Klinika Pediatrii), Instytutem Centrum Zdrowia Dziecka w
Warszawie, ICZD (Zakiad Mikrobiologii i Immunolegii Klinicznej), Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie (CM UJ): Zakiad Wirusologii Katedry Mikrobiologii, Klinika Neonatologii
Katedry Ginekelogii i Potoznictwa, Klinika Choréb Dzieci Katedry Pediatrii Polsko-Amerykanskiego
Instytutu Pediatrii i Uniwersyteckiego Szpitala Dzieciecego. Wspélpraca miedzy partnerami umozliwita
interdyscypliname podejscie do problemu zakazerh HCMV na pograniczu medycyny, biologii i chemii
oraz umozliwita badanie pacjentow z obszardw zroznicowanych geograficznie. Celem bezposrednim
projektu bylo poznanie roli genomu wirusa i wybranych czynnikéw odpornosci wrodzone] w
zakazeniach prenatalinych i perinatalnych HCMV. W ramach projektu: 1) wykonano pierwsze badanie
polskich kobiet cigzarnych i noworodkéw w kierunku wykrywania zakazen HCMV w celu okreslenia
prewalencji, czestosci wystepowania zakazen HCMV w ciazy | zakazen wrodzonych u noworodkéw
(UM); 2) przeprowadzono badania zmiennosci genetycznej szczepdw HCMV wywolujgcych zakazenia
wrodzone i nabyte w okresie postnatalnym w populacji polskich niemowiat (IBM PAN, PWMICB): 3)
wykonano pierwsze kompleksowe badania polimorfizméw genu MBL2 (mannose/mannan binding
lectin) u noworodkow oraz kobiet cigzarmych z zakazeniami HCMV: w tkankach lozyska okreslono
ponadto ekspresje genow MASP2 (mannan-binding lectin serine peplidase 2) oraz FCN2 (fikalin 2)
(IBM PAN, Pracownia Immunobiologii Zakazen); 4) w fozyskach pochodzacych z ciaz niepowikianych
| fozyskach zakazonych HCMV okreslono na poziomie mRMNA ekspresje cytokin o potencjalnej
aktywnosci przeciwwirusowej, ich synteze i aktywnosé biologiczng (IBM PAN, PWMICB): 5)
oznaczono polimorfizmy w genach wybranych cytokinfchemokin i ich receptoréw w zakazeniach
perinatainych HCMV (ICZD); 6) okreslono ekspresje receptorow Toll-like i aktywacje ligandéw TLR w
trofoblastach, wplyw zakazenia HCMV in vitro na aktywacje TLR i ekspresje HLA-G (NTNUY); oraz 7)
poszukiwano nowych zwigzkow o aktywnosci przeciw-HCMV; otrzymano pochodne znanych lekow
przeciwwirusowych i nowych zwigzkow modyfikowanych farmakaforem karboranylowym oraz zbadano
ich wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne (IBEM PAN, PWMICB). Efektem realizacji projekiu jest
opublikowanie 14 artykulow oryginalnych, 3 zgloszen patentowych i 36 kamunikatow konferencyjnych.
Do publikacji nie stanowiacych osiggniecia naukowego, w ktérych jestem wspotautorem naleza
(zafgcznik 6, czedd |, prace 12, 14, 17 | 18):

+ Szala A, Paradowska E., Nowakowska D., Swierzko A.S., Dzierzanowska-Fangrat K., Sokolowska A,

Studzinska M., Gaj Z., Suski P., Kasztelewicz B., Wilczyniski J., Cedzyniski M. Mannan-binding lectin-2

(MBEL2) gene polymorphisms in prenatal and perinatal cytomegalovirus infections. Molecular Iimmunalagy,
2011, 48(15-16), 2203-2206. IF - 2 807.
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* Olejniczak A.B., Adamska A.M., Paradowska E., Studzifiska M., Suski P., Lesnikowski Z.J. Modification of
selected anti-HCMV drugs with lipophilic boron cluster modulator. Acta Poloniae Pharmaceutica Drug
Research, 2013, 70(3), 4858-504, |F - 0,693,

* Rycel M., Gaj Z., Wilczynski J., Paradowska E., Studzinska M., Suski P.. Nowakowska D. Ocena Zwiazku
poziomu wiremii HCMVY u matki z przebiegiem cigzy i stanem urodzeniowym noworodkow, Ginekologia
Polska, 2013, 84(12), 1005-1011, IF - 0.675.

+ Gaj Z, Wilczyiski J., Nowakowska-Glab A., Boakye-Agyeman F, Paradowska E.. Lesnikowski Z.J.
Mowakowska D. Decrease in 3-nitrolyrasine in the amniotic fluid of women with cytomedgalovirus infection.
Joumal of Qbstetrics and Gynaecology, 2014, 34(3), 251-254. IF - 0,604,

Badania dotyczace wystepowania zakazen mieszanych u kobiet ciezarnych, plodéw i noworodkéw na
podstawie analizy genotypéw g8 HCMV byly kontynuowane we wspolpracy z Klinika Medycyny
Matczyno-Plodowe| | Ginekologii UMICZMP w todzi i Zakiadem Wirusologii CM UJ w Krakowie.
Wykazaty one, ze okolo 78% badanych kobiet ciezarmych bylo zakazonych jednym szczepem wirusa o
genotypie gB1, gB2 lub gB3, natomiast w pozostalych przypadkach wykryto zakazenia mieszane
szczepami o genotypach giownie gB1-gB2 lub gB2-gB3. Stwierdzono ponadto, ze zakazenia jednym
lub wieloma szczepami HCMV wystepuja w przypadkach bezobjawowej, jak réwniez objawowej
cytomegalil wrodzonej. Wyniki przedstawiono w publikacji (zalgcznik 6, czesé |, praca 23)
+ Rycel M., Wujcicka W., Zawilinska B., Paradowska E., Suski P., Gaj Z., Wilczyniski J., Lesnikowski Z.,
MNowakowska D. Mixed infections with distinet cytomegalovirus glycopretein B genotypes in Polish pregnant

women, fetuses, and newborns. European Joumal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2014,
34 (3), 585-501. IF - 2,544,

Identyfikacja molekularnych mechanizméw zakazeri wirusowych i wrodzonej odpornosci
nieswoistej

W okresie 2010 — 2014 uczestniczylam w realizacji zadania pt. Identyfikacja molekularnych
mechanizmow zakazen wirusowych i wrodzonej odpornosei nieswoistej oraz poszukiwania nowych
tarcz terapeulycznych | zwigzkéw aktywnych w ramach projektu pt. Badania mechanizmow
molekulamych na styku organizm ludzki — patogen - czynniki  Srodowiska (InterMolMed)
wspoffinansowanego ze $rodkéw Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, 2007 — 2013.
Realizowane zadanie dotyczylo zaréwno kontynuacji badah nad zmiennoscig genetyczng szczepdw
HCMV (stanowiace czes¢ osiggniecia naukowego), jak réwniez zbadania wplywu zmiennosci w
wybranych genach gospodarza na rozwdj zakazernh HCMV., W zakresie projektu  zbadano
wystepowanie polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (SNP) w genach kodujacych receptory Toll-
podobne (TLR): TLR2, TLR4 i TLR9 u osob zakazonych HCMV, okreslono ekspresje TLR1-10 na
poziomie mRNA w warunkach zakazen wirusowych lozyska i doczesnej oraz opracowano testy do
wykrywania | mianowania wybranych herpeswiruséw. Okreslono czestoscl wystepowania zmiennosci
sekwencji DNA w grupie niemowlat i oséb doroslych z cytomegalia oraz w populacji osab nie
zakazonych wirusem. Wykazano, ze polimorfizmy TLR2 (Arg677Trp, Arg753Gin) i TLR4 (Asp299Gly)
nie stanowig czynnikéw ryzyka rozwoju objawéw cytomegalii u dzieci. Interesujace, ze genotypy typu
dzikiego” TLR2 byly zwigzane ze wzrostem ryzyka rozwoju zakazenia HCMV, podczas gdy
heterozygotycznosé wzgledem TLR2 i TLR4 obserwowano czgsciej u osob zdrowych w pordwnaniu
do osob doroslych zakazonych HCMV. Zaobserwowano, ze u pacjentdw 2z ukfadem
homozygotycznym AA wzgledem TLR4 Asp299Gly SNP wystepuje ponad 3-krotnie wyzszy poziom
wiremii w poréwnaniu do pozostalych osob, Badane polimorfizmy TLRZ2 nie maja wplywu na stopien
replikacji wirusa u osob zakazonych HCMV. Wykazano ponadto, ze polimarfizm -1237T/C TLRS nie
jest zwigzany z infekcja wirusowa, natomiast TLR9 SNP w pozycjach -1486T/C ilub 2848C/T moga
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stanowic czynnik ryzyka rozwoju zakazenia objawowego HCMV (praca w recenzji). Genotypy
homozygotyczne -1486CC i 2848TT wystepujg czesciej u niemowlat zakazonych HCMV niz u
zdrowych dzieci i oséb dorostych. Podobne obserwacje poczyniono u plodéw i noworodkow
zakazonych wewnagtrzmacicznie HCMV, wérdd ktorych heterozygoty wzgledern TLR9 2848 mialy
zwigkszone ryzyko rozwoju cytomegalii wrodzone] w poréwnaniu z nosicielami innych wariantow
genotypowych.

Wyniki badan realizowanych we wspdlpracy z Instytutem Centrum Zdrowia Matki Polki oraz
Uniwersytetem Medycznym w todzi (Klinika Medycyny Matczyno-Plodowej i Ginekologii) postuzyly do
przygotowania 5 manuskryptow oryginalnych, w tym 3 znajdujacych sie aktualnie w recenzji.
Publikacje w badanej tematyce (zalgcznik 6, czedé |, prace 20 i 2B). Wyniki badan dotyczacych
ekspres]i receptorow Toll-like-podobnych i RIG-I-pedobnych na poziomie mRNA w tozyskach ludzkich
z cigzy donoszonej oraz w warunkach wirusowych zakazen doswiadczalnych lozyska zawarto w
dwoch manuskryptach (w recenzji) | § komunikatach konferencyjnych (15th International Congress of
Immunology, 2013, Mediolan; | Zjazd Polskiego Towarzystwa Wirusologicznego, 2013, Lublin; XXVII
Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow, 2012, Lublin). Opublikowano ponadto jedng prace
przegladows (zalgcznik 6, czescé |, pozycja 4)
*+ Jablofiska A", Paradowska E., Studzifiska M. Suski P., Nowakowska D. Wisniewska-Ligier M.,
Wozniakowska-Gesicka T., Wilczynski J., Lednikowski Z.J. Relationship between Toll-like receplar 2

Arg677Trp and Arg753GIn, and Toll-like receplor 4 Asp208Gly polymorphisms and cylomegalovirus
infection. Infermational Joumnal of Infectious Diseases, 2014, 25, 1115, IF - 2.330.° pierwszy autor,

* Wujcicka W., Paradowska E., Studzifiska M., Gaj Z., Wilczynski J., Lednikowski 2., Nowakowska D. TLRG
2848 GA heterozygotic stalus possibly predisposes feluses and newborns to congenital Infection with
human cytomegalovirus. PLoS One, 2015, 10(4), e0122831. IF — 3,534,

= Jablonska A, Paradowska E. Rola receptorow RIG-I-podobnych w cdpowiedzi przeciwwirusowe]. Postepy
Higieny i Medycyny Dotwiadczalnej, 88, 541-556 (2014). IF (2013/2014) = 0,833,

W ostatnich Iatach bralam takze udziat w badaniach realizowanych przez Klinike Immunologii,
Reumatologii i Alergii Uniwersytetu Medycznego w todzi dotyczacych wplywu zakazenia wirusa
paragrypy typu 3 (HPIV3) na produkcje IFMy | RANTES w hodowli komdrek nablonka nosa
Otrzymane wyniki zawarto w publikacji (zafacznik 6, czesé |, pozycja 24) i komunikacie
konferencyjnym (The European Academy of Allergy and Clinical Immunclogy and World Allergy
Qrganization World Allergy and Asthma Congress, 2013, Mediolan, Wiochy)

* Lewandowska-Polak A., Brauncajs M., Paradowska E., Jarzebska M., Kurowski M. Moskwa S..
Lesnikowski Z.J., Kowalski M.L. Human parainfluenza virus type 3 (HPIV3) induces production of IFNy and

RANTES in human nasal epithelial cells (HMNECs). Joumal of Inflammation {London), 2015, 12, 16. IF -
2.216.

Aktywnosc cytotoksyczna i przeciwwirusowa pochodnych nukleozydéw i innych zwiazkow
chemicznych

Podczas swojej pracy naukowej prowadzilam réwnoczesnie badania dotyczace aktywnosc
Cytotoksycznej | przeciwwirusowe] pochodnych nukleozydéw, koniugatéw klasteréw boru | innych
zwigzkéw chemicznych (wykaz projektéw na str. 28-30). Ich celem bylo wyselekcjonowanie struktur o
wysokiej aktywnosci biologicznej, ktdre moga mie¢ potencjalne zastosowanie w terapii. Aktywnosé
cytotoksyczng zwigzkow oznaczano testem zahamowania zywotnosci komarek linii ciaglyeh lub
polciaglych. Okreslano takze zdolnosé zwiazkéw do zahamowania replikacji wirusow DNA (HSV-1,
HCMV) | RNA (HPIV-3, EMCV, VSV). Wplyw 2wigzkow na replikacje wirusdéw DNA okreslano przy
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uzyciu testu redukcji liczby lysinek, natomiast test redukcji miana wirusa byt stosowany do oceny
liczby wiruséw RNA. Dla badanych zwiazkéw okre$lanc wartosci CC50 (ang. cytotoxicity
concentration, stgezenie zwigzku hamujgce wzrost komorek w 50%) | IC50 (ang. inhibitory
concentration, stgzenie zwiazku zmniejszajace liczbe lysinek/wiriondéw o 50%) w badanych modelach
linii komorkowych | szczepow wirusowych. Otrzymane wyniki zostaly przedstawione w postaci 9
komunikatoéw na konferencjach krajowych i zagranicznych (m.in. International Conference on Boron
Chemistry Imeboron, 2014, Praga; Challenges in organic chemistry, 2014, Szanghaj: World Chemistry
Congress, 2013, Istanbul).

Publikacje habilitantki w tej tematyce (zalgcznik 6, czesc |, pozycje 9, 14, 16, 22; czesé I, pozycja 3):

« Lesnikowski Z. )., Paradowska E.. Olejniczak A.B., Studzinska M., Seekamp P., Schiiftler U., Gabel D.,
Shinazi R. F., Pledek J. Towards new boron carriers for boron neutron caplure therapy: metallocarboranes
and their nucleoside conjugates. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2005, 13(13), 4168-4175. IF - 2,286,

* Semioshkin A., llinova A., Lobanova |, Bregadze V., Paradowska E., Sludzinska M., Jablofiska A,
Lesnikowski Z.J. Synthesis of the first conjugates of 5-ethynyl-2'-deoxyuridine with closo-dodecaborate and
cobalt-bis-dicarbollide boron clusters. Tetrahedron, 2013, 89(37). 8034-8041. IF - 2,817,

= llinova A, Semioshkin A., Lobanova |, Bregadze V., Mironov AF., Paradowska E., Studzifiska M.,
Jabloriska A., Bialek- Pietras M., Lesnikowski Z.J. Synthesis, cytotoxicity and antiviral activity studies of the
conjugates of cobalt bis(1,2-dicarbollide)(-1) with S-ethynyl-2'-deoxyuridine and its cyclic derivatives.
Telrahedron, 2014, 70, 5704-5710. IF - 2,817.

= Lednikowski Z. J, Paradowska E., Przepidrkiewicz M., Olgjniczak A., Emery V.C. Leki Przeciwko
Ludzkiemu Wirusowi Cytomegalii (HCMV). Polski Merkuriusz Lekarski [praca przegladowa], 2002, 13(75),
242-249,

oraz wymieniona wczesniej publikacja:

» Olejniczak A.B., Adamska AM., Paradowska E., Studzinska M., Suski P., Lesnikowski Z.J. Maodification of
selecled anti-HCMV drugs with lipophilic boron cluster modulator. Acta Poloniae Pharmaceutica Drug
Research, 2013, 70(3). 489-504. IF - 0,693

KIEROWANIE MIEDZYNARODOWYMI LUB KRAJOWYMI PROJEKTAMI BADAWCZYMI LUB
UDZIAL W TAKICH PROJEKTACH

Kierowanie migedzynarodowym projektem badawczym

1. Grant Mechanizmow Finansowych EOG i Norweskiego Mechanizmu Finansowego nr PLO270 pt.
Zakazenia prenatalne | perinatalne ludzkim wirusem cytomegalii. Priorytet: Badania naukows.
01.09.2008 - 30.04.2011, Instytut Biologii Medyczne] PAN w Lodzi (beneficjent projektu).

Projekt realizowany w partnerstwie z;

= Norwegian University of Science and Technology, Department of Cancer Research and
Molecular Medicine; Trondheim, Norwegia

= Uniwersytetem Medycznym w todzi, Klinika Medycyny Matczyno-Plodowej i Ginekologii, 1
Katedra Ginekologii | Poloznictwa, todz

» Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellofiskiego, Zaklad Wirusologii, Katedra Mikrobiclogii;
Klinika Neonatologii, Katedra Ginekologii | Poloznictwa; Klinika Cheréb Dzieci, Katedra Pediatrii,
Folsko - Amerykanski Instytut Pediatrii, Krakéw

* Instytutem Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka, Zaklad Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej,
Warszawa,

= Instytutem Centrum Zdrowia Matki Palki, Il Klinika Pediatrii, £odz.

Kierownik i Koordynator projektu
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Kierowanie krajowymi projektami badawczymi

2.

NCN nr 2014/13/BINZ7/02317 pt. Czynniki ryzyka zakazeri wrodzonych i postnatalnych wirusem
cytomegalii. 02.02.2015 = 01.02,2018, Instytut Biologii Medyczne| PAN w todzi.
Kierownik projektu

MNil nr 3 POSE 001 25 pt. Wplyw polimorfizmu gendw wirusa cytomegalii na transmisje zakazef;
wewnglrzmacicznych | wybrane wiasciwosci biologiczne wirusa. Odpormodé wrodzona fozyska,
07.11.2003 — 06.02.2007, Centrum/Instytut Biclogii Medycznej PAN w todzi.

Kierownik projektu

KBN nr 4PO5E 034 16 pt. Badanie mechanizmu przenoszenia zakazenia wirusem cylomegalii
przez fozysko ludzkie. Rola trofoblastdw | makrofagdw. 01.04,1999 - 31.03.2002, Centrum
Mikrobiologii | Wiruselogii PAN w Lodzi,

Kierownik projektu

Udzial w migdzynarodowych projektach badawczych

5.

POIG.01.01.02-10-107/02 pt. Badania mechanizméw molekularych na styku organizm ludzki —
patogen - czynniki srodowiska (InterMoiMed). 01.11.2010 - 30.04.2014, Instytut Biologii
Medycznej PAN w todzi. Kierownik/Koordynator: Prof. dr hab. Jarostaw Dziadek. Wykonawca
zadania.

Udziat w krajowych projektach badawczych

6.

10.

NCN Nr N N204 531739 pt. Klastery boru jako znaczniki elektrochemiczne do konstrukeji
bioczujnika DNA do detekcji zakazer wirusowych. Boron clusters as electrochemical labels to
construction of DNA biosensors to detection of viral infections. 17.09.2010 — 16.09.2013, Instytut
Biologi Medyczne] PAN w todzi. Kierownik: Dr hab. Agnieszka Olejniczak. Wykonawca.

MNiSzW nr K152/H03/2007/10 pt. Laboratorium skriningowe-wirusologia i bakteriologia w ramach
projektu zamawianege PMZ-MNiSzW-07/1/2007 pt. Biofosforany oraz oligonukleotydy i ich
kontenery jako diagnostyki oraz leki nowych generacji. 02.01.2008 - 18.12.2010, Instytut Biclogii
Medycznej PAN w todzi. Kierownik: Prof dr hab. Zbigniew J. Lesnikowski. Gléwny wykonawca

MNISW nr K152/H03/2007/09 pt. Fosforany nukleozydéw i ich oligomery modyfikowane
lipofilowym farmakoforem karboranylowym. W ramach projektu zamawianego PBZ-MNiSW-
07/1/2007 pt. Biofosforany oraz oligonukleolydy i ich kontenery jako diagnostyki oraz leki nowych
generacji. 02.01.2008 — 18.12.2010, Instytut Biologii Medycznej PAN w todzi. Kierownik: Prof, dr
hab. Zbigniew J. Lesnikowski. Wykonawca

MNISW N405 051 32/3592 pt. Pochodne adenozyny modyfikowane klasterami boru = Nowy typ
modulatoréw funkgji biologicznych ludzkich neulrofildw in vitro. 22.02.2007 — 15.04.2010, Instytut
Biologii Medyczne] PAN w todzi. Kierownik: Prof. dr hab. Zbigniew J. Lesnikowski, Giowny
wykonaweca

MNISW 1 TOSA 121 30 pt. Metalokarborany — nowy typ znacznikéw elektrochemicznych do
konstrukeji bioczujnikow DNA. 05.05.2006 — 04.05.2009, Instytut Biologii Medyczne] PAN w
todzi. Kierownik: Dr Agnieszka Olejniczak. Wykonawca
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11. KBN nr PBZ-KBN0S59/T09/08 pt. Grupa kaboranylowa - nowa chemiczna modyfikacia kwasow
nukleinowych. Synteza, badanie wiasciwoscei fizykochemicznych i biologicznych karboranylo-
DNA-oligonukleotydéw i ich zaslosowania realizowanego w ramach projektu zamawianego PBZ-
KBN-059/T09/2001 pt. Kwasy nukleinowe i ich analogi jako potencjalne terapeutyki. 01.09.2002 -
31.08.2005, Centrum Mikrobiologii | Wirusologii PAN w todzi. Kierownik: Prof. dr hab. Zbigniew J.
Lesnikowski, Glowny wykonawca

12. KBN nr 4PO5F 006 14 pt. Modyfikowane borem kwasy nukleinowe dia molekularne) diagnostyki
medyczne,. 01.01.1998 - 31.12.2000, Centrum Mikrobiclogii i Wirusologii PAN w Lodzi
Kierownik: Dr hab. Zbigniew J. Leénikowski, Glowny wykonawca

13. KBN nr 4.0689.91.01 pt. Makrofagi i endotelium fozyska (znaczenie dla AIDS). 01.05.1992 —
31.12.1994, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalngj im. L. Hirszfelda PAN we Wroclawiu.
Kierownik: Prof. dr hab. Zofia Blach-Olszewska. Wykonawca

WYNALAZEK | ZGLOSZENIA PATENTOWE

1. Wynalazek nr 189683. ,Oligonukleotyd, jego zastosowanie oraz sposéb i zestaw do wykrywania
obecnosci DNA wirusa cytomegalii (HCMV)". Lesnikowski Z. J., Przepidrkiewicz M., Paradowska
E., Cieslikowski T, 30.09.2005,

Zgloszenia krajowe:

2. Tytut wynalazku: ,Sposob badania aktywnosci przeciwwirusowej zwiazkow wzgledem HCMV", P
394 695. Paradowska E., Studzinska M., Lesnikowski Z.J., Suski P. 29.04 2011

3. Tytut wynalazku: Pochodna leku przeciwwirusowego”, P 394 696. Lesnikowski Z.J., Olejniczak
A., Adamska A, Paradowska E., Studzifiska M. 29.04.2011.

Zgloszenie migdzynarodowe;

4. Tytul wynalazku: Antiviral drug dereivative”, PZ/1199/AW. Lesnikowski Z.J., Olejniczak A.,
Adamska A., Paradowska E., Studzifska M. 29.04.2011.

UDZIAL W MIEDZYNARODOWYCH | KRAJOWYCH KONFERENCJACH NAUKOWYCH

taczna liczba streszczen zjazdowych 91 (7 przed uzyskaniem stopnia doktora, 84 po uzyskaniu
stopnia doktora), w tym 45 na konferencjach zagranicznych lub miedzynarodowych | 46 na
konferencjach krajowych.

Konferencje zagraniczne — jako pierwszy lub ostatni autor: 28, prezentujacy komunikat/poster 15

m.in. International Conference of Immunology (2013), European Congress of Virology (2013), Annual
International Herpesvirus Workshop (2011), Congenital Cytomegalovirus Conference (2010),
International Federation of Placenta Association (IFPA) Meeting (2005), European Congress of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases (2004), Meeting of the International Cytokine Society
(ICS)/international Society for Interferon and Cytokine Research (ISICR) 1986, 2000.

Konferencje krajowe - jako pierwszy lub ostatni autor; 25, prezentujacy komunikat/poster 24

m.in. Kongres Polskiego Towarzystwa Immunologii Doswiadczalnej i Klinicznej (1992, 1995, 1998),
Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw (1996, 2004, 2012), Krajowy Kongres Biotechnologii
(1999, 2003, 2007), Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego (1999), Kongres Polskiego
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Towarzystwa Medycyny Perinatalnej (2002), Biologia Molekularna w Diagnostyce Chorob Zakaznych
| Biotechnalogii (2001, 2004, 2006, 2009, 2010), Lubelskie Dni Wirusolegiczne (2008, 2010), Zjazd
Polskiego Towarzystwa Wirusologicznego (2013).

Wykaz krajowych | zagranicznych komunikatéw konferencyjnych umieszezono w zalgczniku 6.

OTRZYMANE NAGRODY | WYROZNIENIA

Nagroda Rektora Uniwersytetu Wroctawskiego dla najlepszych studentow, Wroctaw, 1991
Nagroda Prezesa Rady Ministréw za rozprawe doktorska, Warszawa, 1996

Grant Fundacji im. Stefana Batorego na uczestnictwo w konferencji First Joint Meeting
ICS/SICR, Genewa, Szwajcaria, 1996

Grant podrézny The Royal Society, Londyn, Wielka Brytania, 2003
Nagrada Bioorganic & Medicinal Chemistry (Elsevier) za najczesciej cytowany artykut 2005-2008
Wyréznienia za prace przedstawione na konferencjach naukowych: X Konferencji nt. Biologia

Molekularna w Diagnostyce Chordb Zakaznych | Biotechnologii (Warszawa, 2009) i XXVIl Zjazd
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw (Lublin, 2012).

STAZE W ZAGRANICZNYCH OSRODKACH NAUKOWYCH LUB AKADEMICKICH

Eidgenossische Forschungsanstalt fur landwirtschaftichen Pflanzenbau, Zorich Reckenhalz,
Szwajcaria, czerwiec — wrzesien 1991,

Danish Cancer Saciety, Aarhus, Dania, wrzesien 2001,
Royal Free and University College Medical Schoal, Londyn, Wielka Brytania, maj 2003,
Norwegian University of Science and Technology, Trondheim, Norwegia, pazdziernik 2008.

CZLONKOSTWO W TOWARZYSTWACH NAUKOWYCH | ORGANIZACJACH ZAWODOWYCH

International Federation of Placenta Associations
International Cytokine & Interferon Society
Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw

Polskie Towarzystwo Wirusologiczne

Krajowa Izba Diagnostow Laboratoryjnych

Czionek Rady Naukowej Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN w kadencji 1996 — 1998

RECENZOWANIE MANUSKRYPTOW DLA REDAKCJI CZASOPISM NAUKOWYCH
2008, 2012 Acta  Pathologica, Microbiologica et Immunologica Scandinavica, APMIS,

IF(2013/2014) - 1,822

2013-2015 Journal of Medical Virology, IF(2013/2014) - 2,217

2014

Viral Immunology, IF(2013/2014) - 1,636

RECENZOWANIE PROJEKTU

2012, Narodowe Centrum Nauki, Projekt Preludium

aunoosde,
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6. Dziatalnos¢ dydaktyczna
Promotor prac magisterskich

1. Mgr Agnieszka Pléciennikowska, 2011
Uniwersytet todzki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, kierunek: biotechnologia,
specjalnosc: biotechnologia medyczna.
Tytul pracy: Analiza genotypowa izolaléw wirusa cytomegalii od dzieci z zakazeniem wrodzonym
lub nabytym w oparciu o geny kodujace a-chemokiny.
Wyrdznienie

2. Mar Edyta Jaworska, 2012
Uniwersytet todzki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, kierunek: biotechnologia,
specjalnosc: biotechnologia medyczna,
Tytuf pracy: Badanie ekspresji receptoréw Toll-like 1-10 w fozyskach ludzkich z Il Irymastru ciazy
w odpowiedzi na zakazenia wybranymi herpeswirusami.
Wyroznienie

3. Mgr Katarzyna Rudnicka, 2013
Uniwersytet toédzki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, kierunek: biotechnologia,
specjalnosc: biotechnologia medyczna,
Tytut pracy: Palimorfizm genu kodujacego TLR9 a ryzyko zakazenia wirusem cytomagalii.
Wyrdznienie

Opiekun naukowy prac magisterskich

4. Mgr Magdalena Smotuch, 2003
Uniwersytet todzki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, kierunek: biologia, specjalizacja:
mikrobiclogia.
Tytul pracy. Wykrywanie wirusa cytomegalii w ludzkim plynie owodniowym metoda PCR.

5. Mgr Monika Strycharczyk, 2004
Uniwersytet todzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, kierunek: biclogia, specjalizacja:
mikrobioclogia.
Tytut pracy. Badanie zmiennosci genetycznej ludzkiego wirusa cytomegalii (HCMV) w obszarze
genow US13 7 US14 oraz ich oloczeniu.

8. Mgrinz. Cezary Treda, 2006
Paolitechnika todzka, Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci, Instytut Biochemii Technicznej,
International Faculty of Engineering.
Tytul pracy: Quantitative measurement of mRNA for TNF-a in term human placenta.

7. Mgr inz. Monika Beczkowska, 2007
Politechnika t.odzka, Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Instytut Biochemii Technicznej
Tytut pracy: Zmiennoé¢ genetyczna w rejonie gendw UL144, UL55 | US28 w szczepach
klinicznych ludzkiego wirusa cytomegalii izolowanych z przypadkow zakazeri wrodzonych oraz od
050b z oslabionym ukladem odpormnosciowym

Opiekun realizacji czesci doswiadczalnej pracy doktorskiej

DOr Mirostawa Studzinska, 2008
Uniwersytet Lodzki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska
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Tytut pracy: Wykrywanie i genolypowanie ludzkiego wirusa cytomegali (HCMV) na podstawie
sekwencji genu UL55, UL144 US28.

Promotor prof. dr hab. Zbigniew J. Lesnikowski.

Wyrdznienie

Wyklady fakultatywne dia studentéw

* Immunologia cigzy. Wirusowe zakazenia wewnatrzmaciczne dla studentéw Uniwersytetu
Wroctawskiego, kwiecien 1993, kwiecien 1994, marzec 1995, Wroclaw

= Wirusologiczna diagnostyka molekularma w  oparciu o metody hybrydyzacji  kwasdw
nukleinowych. Zakazenia wrodzone dla studentéw Uniwersytetu todzkiego, Instytut Mikrobiologii
I Immunclogii, styczen 1999, todz,

Referaty/wykiady na warsztatach/kenferencjach organizowanych dla érodowiska medycznego

* Zastosowanie metad biologii molekularnej w rozpoznawaniu zakazen u kobiet ciezarnych i ich
noworodkdw. Warsztaty Diagnostyka zakazerh HCMV u plodu, Konferencja naukowo-szkoleniowa
"l todzkie Dni Medycyny Matczyno-Plodowe]”, 19 kwietnia 2011, Ossa

= Zastosowanie metod biologii molekularmej w wykrywaniu zakazer: prenatalnych | perinatalnych
ludzkim wirusem cytomegalii. V Kongres Polskiego Towarzystwa Medycyny Perinataingj
Perinatologia XXI wieku, Sesja: Zakazenia u ciezarnych, 26 czerwca 2009, £odz

» Wykrywanie wrodzonych zakazen wirusem cytomegalii Il Kongres Polskiego Towarzystwa
Medycyny Perinatalnej, Sesja: Zakazenia wirusami w perinatologii, 28 wrzesnia 2002, tadz.

Prowadzenie szkolen organizowanych w Instytucie Biologii Medycznej PAN w zakresie: 1) technik
prowadzenia hodowli komérkowych oraz namnazania i mianowania wybranych wiruséw (2010), 2)
wybranych technik laboratoryjnych stosowanych w wirusologii (2002, 2010), zastosowania metody
PCR w czasie rzeczywistym w badaniach wirusologicznych (2013).

Prowadzenie szkolen dotyczacych edukacji na temat AIDS na terenie miasta Wraclawia, 1993-1995.

Cztonek Komisji Sesji Magistrantéw | Doktorantow tédzkiego Srodowiska Chemikéw. Wydzial
Chemii Uniwersytetu todzkiego (20.06.2011), Wydziat Chemiczny Politechniki todzkie) (18.06.2013),
todzki Oddzial Polskiego Towarzystwa Chemicznego.

Opiekun naukowy praktyk studenckich i zawodowych dla studentéw Uniwersytetu todzkiego,
Uniwersytetu Medycznego w todzi, Politechniki todzkiej, Lycée Géneral et Technologique-Lycée,
Francja.

7. Wspdlpraca w instytucjami, organizacjami i towarzystwami naukowymi w kraju i
za granica

Wspdlpraca z instytucjami krajowymi
* Uniwersytet Medyczny w todzi, Klinika Medycyny Matczyno-Plodowe| | Ginekolagii, Il Katedra
Ginekologii i Poloznictwa; Klinika Perinatologii, | Katedra Ginekologii | Poloznictwa, £odz

* Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki, Klinika Medycyny Matczyno-Plodowe] i Ginekologii, IlI
Klinika Pediatrii, todz

¢ Instytut Centrum Zdrowia Dziecka, Zakiad Mikrobiologii | Immunologii Klinicznej, Warszawa
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Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Zakiad Wirusologii, Katedra Mikrobiologii;
Kiinika Neonatologii, Katedra Ginekologii i Poloznictwa; Klinika Choréb Dzieci, Katedra Pediatrii,
Polsko-Amerykanski Instytut Pediatrii, Krakow

Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroclawiu, Katedra i Klinika Pediatrii | Choréb
Infekeyjnych, Wroclaw

Wojewodzki Szpital Specjalistyczny im. M. Kopernika, Oddzial Nefrologii, Wojewadzki Osrodek
Dializ i Transplantologii, tadz.

Wspélpraca z instytucjami zagranicznymi

Morwegian University of Science and Technology, Department of Cancer Research and
Molecular Medicine, Faculty of Medicine, Trondheim, Norwegia

Royal Free, and University College Medical Schoal, Virology Department, Royal Free Campus,
Londyn, Wielka Brytania

AN. Nesmeyanov Institute of Organoelement Compounds, Russian Academy of Sciences,
Moskwa, Rosja.

8. Dzialalnosc w zakresie popularyzacji nauki

T

Wykfady w instytucjach polskich i zagranicznych popularyzujace badania naukowe.
Wykaz wygloszonych wykiadéw umieszczono w zalgczniku 6.

Festiwalu Nauki, Techniki i Sztuki, 2002 — 2014. Przygotowanie i prowadzenie warsztatéw w
Instytucie Biologii Medyczne) PAN.

Wykiad pt. Bakterie i wirusy jako brori biologiczna. || Festiwal Nauki, Techniki i Sztuki, todz, 29
kwietnia 2003,

. Popularyzacja badan naukowych na Srodkowoeuropejskim Forum Biotechnologii i Innowacyjnej

BioGospodarki (Central European Business Forum of Biotechnology & Innovative BioEconomy),
BioForum, todz; 2-5 czerwea 2009; 19-21 maja 2010; 11-12 maja 2010, Ladz,

Popularyzacja wiedzy o zakazeniach wrodzonych HCMV oraz projekcie Prenatalne i perinataine
zakazenia wirusem cytomegalii na stronie internetowej Instytutu Biologii Medyczne] PAN w jezyku
polskim i angielskim (hitp:/fwww.ibmpan.pl/pl/projekty-pan-ibm/eea-grants/zakazenia-prenatalne-
i-perinatalne-ludzkim-wirusem-cytomegalii)

Uczestnictwo w komitetach organizacyjnych konferencji naukowych:

IV Konferencja Miodych Immunclogéw Polskiego Towarzystwa Immunologii Doswiadczalnej i
Klinicznej, 8-10 pazdziernika 1994, todz

I Ogolnopolskie Mikrosympozjum “Technologie hybrydyzacji DNA w diagnostyce zakazen
wirusem cytomegalii’, 16 maja 2000, Lodz

Il Ogéinopolskie Mikrosympozjum “Technologie hybrydyzacji DNA w diagnostyce zakazen
wirusem cytomegalii (HCMV) i innymi herpeswirusami”, 25 wrzeénia 2002, Lods.

Bjegjols tdyio, Ruadoofe

Data dr Edyta Paradowska
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